Das Thioredoxinsystem in Brustkrebs und Seneszenz by Franckenstein, Dennis
   
 
  
Das Thioredoxinsystem in Brustkrebs und Seneszenz 
- Relation zur Expression des Onkogens ERBB2- 
 
 
Der Fakultät für Chemie 







zur Erlangung des akademischen Grades  
doctor rerum naturalium 
Dr. rer. nat.  
vorgelegt von 
Dennis Franckenstein, M. Sc. in Chemischer Biologie  
 
 
geboren am 17.06.1985 in Plettenberg 
 
 
Dekan: Prof. Dr. R. Winter 
 
 
Gutachter: Prof. Dr. med. J. G. Hengstler (TU Dortmund) 
   Prof. Dr. F. Wehner (MPI Dortmund) 
 
 









1 Einleitung…………………………………………… .......................................... - 1 - 
1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms ...................................................... - 1 - 
1.1.1 Behandlungsstrategien des Mammakarzinoms .................................. - 2 - 
1.2 Die ERBB Familie ..................................................................................... - 5 - 
1.2.1 Die Rolle der ERBB-Rezeptoren bei der Tumorentstehung und –………... 
entwicklung ......................................................................................... - 5 - 
1.2.2 Die Rezeptortyrosinkinase ERBB2 ..................................................... - 7 - 
1.2.3 ERBB2-induzierte Signalwege ............................................................ - 8 - 
1.2.4 Der RAS/MAPK Signalweg ................................................................. - 9 - 
1.2.5 Der PI3K/AKT Signalweg .................................................................... - 9 - 
1.3 Onkogen-induzierte Seneszenz ............................................................. - 11 - 
1.3.1 Die Rolle der Seneszenz in der Tumorgenese .................................. - 12 - 
1.3.2 Das MCF-7/NeuT Zellsystem als Modell für onkogen-induzierte…………. 
Seneszenz ........................................................................................ - 14 - 
1.4 Oxidativer Stress .................................................................................... - 15 - 
1.4.1 Oxidativer Stress in Krebs................................................................. - 17 - 
1.4.2 Das Thioredoxinsystem als antioxidativer Schutzmechanismus vor……... 
oxidativen Stress ............................................................................... - 19 - 
1.5 Zelluläre Degradationsprozesse ............................................................. - 24 - 
1.5.1 Autophagie ........................................................................................ - 24 - 






1.6 Zielsetzung der Arbeit ............................................................................. - 29 - 
2 Material und Methoden………………………….. .......................................... - 30 - 
2.1 Material .................................................................................................. - 30 - 
2.1.1 Chemikalien ...................................................................................... - 30 - 
2.1.1.1 Allgemeine Laborchemikalien ..................................................... - 30 - 
2.1.1.2 Kits ............................................................................................. - 31 - 
2.1.1.3 Antikörper ................................................................................... - 32 - 
2.1.1.3.1 Primärantikörper .................................................................... - 33 - 
2.1.1.3.2 Sekundärantikörper ............................................................... - 34 - 
2.1.1.4 Primer + Probes ......................................................................... - 34 - 
2.1.1.5 Silencer Select siRNA ................................................................ - 34 - 
2.1.1.6 Inhibitoren ................................................................................... - 35 - 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien ...................................................................... - 35 - 
2.1.3 Lösungen .......................................................................................... - 36 - 
2.1.3.1 Fertiglösungen ............................................................................ - 36 - 
2.1.3.2 Selbst hergestellte Lösungen ..................................................... - 36 - 
2.1.4 Zusammensetzung der Gele ............................................................. - 39 - 
2.1.5 Geräte ............................................................................................... - 40 - 
2.1.6 Zellen ................................................................................................ - 41 - 
2.1.6.1 MCF-7 Zelllinie ........................................................................... - 41 - 
2.1.6.2 MCF-7/NeuT TetOn Zellsystem .................................................. - 42 - 
2.2 Methoden ............................................................................................... - 43 - 
2.2.1 In vitro Experimente .......................................................................... - 43 - 
2.2.1.1 MCF-7 Zellen .............................................................................. - 43 - 






2.2.2 Zellkulturtechniken ............................................................................ - 43 - 
2.2.2.1 Kultivierung von Säugerzellen .................................................... - 43 - 
2.2.2.2 Subkultivierung von Säugerzellen .............................................. - 44 - 
2.2.2.3 Zellzahlbestimmung.................................................................... - 44 - 
2.2.3 RNA Analytik ..................................................................................... - 44 - 
2.2.3.1 RNA-Isolation ............................................................................. - 44 - 
2.2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung und cDNA Synthese .............. - 45 - 
2.2.3.3 Affymetrix Gene Array ................................................................ - 46 - 
2.2.3.4 Quantitative real time PCR ......................................................... - 47 - 
2.2.4 Proteinanalytik .................................................................................. - 50 - 
2.2.4.1 Präparation der Protein Proben (Gesamtzelllysat) ..................... - 50 - 
2.2.4.2 Präparation redox-sensitiver Protein Proben .............................. - 50 - 
2.2.4.3 Proteinbestimmung mittels BCA-Test ......................................... - 51 - 
2.2.4.4 Proteinfällung mittels Methanol/Chloroform……………… .......... - 52 - 
2.2.4.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ......................... - 52 - 
2.2.4.6 Western Blot ............................................................................... - 53 - 
2.2.4.7 Absorptions-basierter Aktivitätsassay mit Protein Proben .................. 
 aus Gesamtzelllysat ................................................................... - 55 - 
2.2.4.8 Fluoreszenz-basierter Aktivitätsassay mit Protein Proben .................. 
 aus Gesamtzelllysat ................................................................... - 57 - 
2.2.5 Absorptions-basierte Bestimmung von oxidativen Stress in Zellen ........... 
 mittels TBARS-Assay ........................................................................ - 59 - 
2.2.6 Fluoreszenz-basierte Bestimmung von oxidativem Stress in Zellen……… 
mittels DCF-Assay ............................................................................ - 60 - 
2.2.7 Gen Knockout mittels siRNA ............................................................. - 62 - 
2.2.8 Neutralrotassay zur Bestimmung der Zellvitalität .............................. - 63 - 
2.2.9 Statistik ............................................................................................. - 64 - 
2.2.9.1 Affymetrix Gene Array Daten von Brustkrebspatienten .............. - 64 - 






3 Ergebnisse…………………………………………. ......................................... - 66 - 
3.1 Expression des Onkogens ERBB2/HER2 (NeuT) führt zu ............................. 
 vorzeitiger zellulärer Seneszenz in MCF-7 Zellen .................................. - 66 - 
3.1.1 Expression des Onkogens ERBB2/NeuT in MCF-7 Zellen ............... - 66 - 
3.1.2 Onkogen ERBB2/NeuT induzierte vorzeitige Seneszenz korreliert mit….. 
Veränderung der Zellmorphologie in MCF-7 Zellen .......................... - 67 - 
3.2 Der HER2/ERBB2 Status zeigt ein verändertes Expressionsmuster  ............. 
 in Brustkrebspatienten und im MCF-7/NeuT Zellmodell ......................... - 68 - 
3.3 TrxR und TXNIP sind mit Prognose bei Brustkrebspatienten verknüpft . - 73 - 
3.3.1 ERBB2/HER2 Überexpression verändert den Expressionsstatus von…… 
TrxR und TXNIP in metastasefreien Brustkrebspatienten ................. - 73 - 
3.3.2 Die TrxR Expression ist mit dem ERBB2 Status in Brustkrebspatienten… 
verknüpft ........................................................................................... - 75 - 
3.4 Der Expressionsstatus von ERBB2/NeuT steht in Zusammenhang mit  ........ 
 dem Expressionsmuster von TrxR und TXNIP in MCF-7/NeuT Zellen ... - 77 - 
3.4.1 TrxR und TXNIP zeigen ein verändertes Expressionsmuster infolge ........ 
 der ERBB2/NeuT Onkogentransformation in MCF-7/NeuT Zellen .... - 77 - 
3.5 ERBB2/NeuT onkogen-vermittelte Aktivierung von Signalwegen ................... 
 in seneszenten MCF-7 Zellen................................................................. - 81 - 
3.5.1 NeuT beeinflusst die Expression von TrxR nur indirekt ..................... - 82 - 
3.5.2 Der MEK/ERK Signalweg zeigt eine mögliche Beteiligung an der………... 
Regulation von TrxR ......................................................................... - 85 - 
3.5.2.1 Die Regulierung von TrxR ist MEK5/ERK5 unabhängig ............. - 88 - 
3.5.2.2 Knockdown von MEK1/2 und ERK1/2 mittels siRNA zeigt ................. 
 keinen Einfluss auf die Regulation von TrxR .............................. - 89 - 
3.5.3 Der AKT/PI3K Signalweg zeigt eine Beteiligung an der……………………. 






3.5.4 Die Hemmung des p38 Signalweges steigert die Expression von………... 
TrxR………….. .................................................................................. - 99 - 
3.5.5 TrxR wird unabhängig vom SAPK/JNK Signalweg reguliert ............ - 101 - 
3.6 Untersuchung der Rolle des Thioredoxinsystems in der NeuT-ver-……. ...........  
mittelten Seneszenz ................................................................................. - 101 - 
3.6.1 ERBB2/NeuT induziert oxidativen Stress in MCF-7 Zellen ............. - 103 - 
3.6.2 Die Aktivität der TrxR bleibt konstant während der NeuT-vermit-………….       
telten Seneszenz ............................................................................ - 101 - 
3.6.3 Der Redox Status von Trx verändert sich zugunsten des reduzierten…… 
Zustandes durch Einleiten der Seneszenz ...................................... - 106 - 
3.6.4 Hyperoxidierung von Peroxiredoxinen als Folge von oxidativem………….      
Stress in seneszenten MCF-7/NeuT Zellen .................................... - 108 - 
3.7 Bedeutung des Thioredoxinsystems für das zelluläre Überleben ......... - 109 - 
3.7.1 Die Hemmung von TrxR fördert die Akkumulation von Autophago- .......... 
 somen und verändert die Aktivität der Autophagie .......................... - 110 - 
4 Diskussion…………………………………………. ....................................... - 122 - 
4.1 TrxR und TXNIP sind mit schlechter Prognose in Brustkrebspa- ................... 
 tienten assoziiert und zeigen einen Zusammenhang mit einem ..................... 
 positiven ERBB2 Status ....................................................................... - 122 - 
4.2 Das Expressionsmuster von TrxR und TXNIP ist abhängig von der  .............. 
 ERBB2 Expression in MCF-7/NeuT Zellen ........................................... - 124 - 
4.3 Die Regulation von TrxR erfolgt nicht über die MEK1/2, p38/MAPK,………… 
PI3K/AKT und JNK/SAPK Signalwege……………………………………- 127 - 
4.4 Die ERBB2-vermittelte Onkogentransformation führt zur Änderung ...............                  
des Redoxgleichgewichts im MCF-7/NeuT Zellsystem ......................... - 128 - 
4.5 Trx spielt keine entscheidende Rolle bei der ERBB2-induzierten  .................. 
 Steigerung zellulärer Degradationsprozesse ........................................ - 133 - 
5 Zusammenfassung……………………………….. ....................................... - 137 - 






7 Anhang……………………………………………… ....................................... - 167 - 
7.1 Wissenschaftliche Publikationen .......................................................... - 167 - 
7.2 Selbstständigkeitserklärung ................................................................. - 168 - 






























Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des ERBB Signaltransduktion ..................   
Netzwerkes  ............................................................................................................ - 6 - 
Abbildung 1.2: Zusammenfassung der wichtigsten ERBB2-vermittelten……………… 
Signalkaskaden ...................................................................................................... - 8 - 
Abbildung 1.3: Zusammenfassung des RAS-MAPK Signalweges ........................ - 9 - 
Abbildung 1.4: Zusammenfassung des PI3K/AKT Signalweges ......................... - 10 - 
Abbildung 1.5: Mechanismen zur Induktion onkogen-induzierter Seneszenz ..... - 12 - 
Abbildung 1.6: Schematische Darstellung für Quellen reaktiver Sauerstoff-………….     
spezies ................................................................................................................. - 16 - 
Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der unterschiedlichen regulatorischen……  
Aufgaben des Thioredoxinsystems ....................................................................... - 20 - 
Abbildung 1.8: Wechselwirkung katalytisch aktiver Thiolgruppen von Trx mit………... 
oxidierten Proteinen  ............................................................................................. - 20 - 
Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Trx und….. 
Prx ........................................................................................................................ - 23 - 
Abbildung 1.10: Grundlegende molekulare Mechanismen der Autophagie in………... 
Eukaryoten……………………………………………………………………………… - 27 -  
Abbildung 1.11: Schematische Darstellung der Ubiquitin-vermittelten…………………  
proteasomalen Proteindegradation  ...................................................................... - 27 - 
Abbildung 2.1: MCF-7 Transfektionskonstrukte .................................................. - 42 - 
Abbildung 2.2: Schematischer Ablauf der qRT-PCR ........................................... - 48 - 
Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau des Western Blots .................................. - 54 - 
Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau des proteasomalen Multienzymkom-…………     
plexes  .................................................................................................................. - 57 - 
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des fluoreszenzbasierten DCF-Assays…..  
zur Detektion intrazellulärer ROS Konzentrationen .............................................. - 61 - 
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz ......................... - 62 - 
Abbildung 3.1: ERBB2/NeuT RNA Expression in MCF-7/NeuT Zellen ............... - 67 - 
Abbildung 3.2: ERBB2/NeuT Protein Expression in MCF-7/NeuT Zellen ........... - 67 - 
Abbildung 3.3: Morphologische Veränderungen während NeuT-induzierter………….. 
Onkogentransformation und darauf folgender Seneszenz.................................... - 68 - 
Abbildung 3.4: Häufigkeitsverteilung der Estrogen- und HER2-Rezeptor RNA………. 
Expression zur Charakterisierung des Rezeptor-Status von Brustkrebspatienten in…. 
der Gesamtkohorte (n=788)  ................................................................................ - 69 - 
Abbildung 3.5: HER2/ERBB2 induzierte Veränderung der Genexpression in………... 
Brustkrebspatienten .............................................................................................. - 70 - 
Abbildung 3.6: Zusammenhang zwischen TrxR und TXNIP mit metastasefreier…….. 
Überlebenszeit ...................................................................................................... - 75 - 
Abbildung 3.7: Zusammenhang zwischen ERBB2 Status und TrxR bzw. TXNIP…….  






Abbildung 3.8: ERBB2/NeuT vermittelte Veränderung der Expression von TXNIP,…. 
TrxR und Trx in MCF-7/NeuT Zellen ..................................................................... - 78 - 
Abbildung 3.9: ERBB2/NeuT-vermittelte Veränderung der RNA Expression von……. 
TXNIP, TrxR und Trx in MCF-7/NeuT Zellen ......................................................... - 79 - 
Abbildung 3.10: ERBB2/NeuT-vermittelte Protein Expression von TXNIP,…………… 
TrxR und Trx in MCF-7/NeuT Zellen ..................................................................... - 81 - 
Abbildung 3.11: Einfluss der Hemmung der NeuT Kinaseaktivität durch Lapatinib….. 
auf die Vitalität von MCF-7/NeuT Zellen ............................................................... - 83 - 
Abbildung 3.12: Einfluss der Hemmung der NeuT Kinaseaktivität durch Lapatinib…..   
auf die TrxR Expression von MCF-7/NeuT Zellen................................................. - 84 - 
Abbildung 3.13: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA- und……………… 
Proteinexpression von TrxR .................................................................................. - 86 - 
Abbildung 3.14: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA Expression……….       
von TrxR mittels U0126 ........................................................................................ - 87 - 
Abbildung 3.15: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA Expression……….       
von TrxR ............................................................................................................... - 89 - 
Abbildung 3.16: MEK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen ............................. - 90 - 
Abbildung 3.17: ERK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen .............................. - 91 - 
Abbildung 3.18: Einfluss des MEK1/2 Knockdown auf die TrxR Expression in……….    
MCF-7/NeuT Zellen .............................................................................................. - 92 - 
Abbildung 3.19: Einfluss des ERK1/2 Knockdown auf die TrxR Expression in……….     
MCF-7/NeuT Zellen .............................................................................................. - 93 - 
Abbildung 3.20: MEK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen ............................. - 94 - 
Abbildung 3.21: ERK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen .............................. - 95 - 
Abbildung 3.22: Einfluss des Mek1/2 und ERK1/2 Knockdown auf die TrxR…………. 
Expression in MCF-7/NeuT Zellen ........................................................................ - 96 - 
Abbildung 3.23: Einfluss der Hemmung von PI3K auf die RNA- und………………….. 
Proteinexpression von TrxR .................................................................................. - 98 - 
Abbildung 3.24: Einfluss der Hemmung von P38 MAPK auf die RNA- und…………... 
Proteinexpression von TrxR ................................................................................ - 100 - 
Abbildung 3.25: Einfluss der Hemmung von JNK auf die RNA- und…………………... 
Proteinexpression von TrxR ................................................................................ - 102 - 
Abbildung 3.26: ERBB2-vermittelter Anstieg von oxidativen Stress in…………………                 
MCF-7/NeuT Zellen ............................................................................................ - 103 - 
Abbildung 3.27: Möglicher Einfluss der gesteigerten TrxR Expression auf dessen….. 
Gesamtaktivität in MCF-7/NeuT Zellen ............................................................... - 105 - 
Abbildung 3.28: Redox Western Blot in MCF-7/NeuT Zellen nach Behandlung……...      
mit H2O2 .............................................................................................................. - 107 - 
Abbildung 3.29: Redox Western Blot in MCF-7/NeuT Zellen nach Behandlung……...      
mit Doxyzyklin ..................................................................................................... - 107 - 
Abbildung 3.30: Hyperoxidierung von Peroxiredoxinen in MCF-7/NeuT Zellen - 109 - 
Abbildung 3.31: Einfluss der Hemmung von TrxR auf den Redox Status von………...         
Trx ...................................................................................................................... - 110 - 






Abbildung 3.33: Einfluss des TrxR Knockdown auf den Autophagiemarker…………..          
LC3-I und LC3-II ................................................................................................. - 112 - 
Abbildung 3.34: Einfluss des Trx Knockdown auf den Autophagiemarker LC3 . - 113 - 
Abbildung 3.35: Einfluss des TrxR Knockdown auf den Redox Status von Trx - 113 - 
Abbildung 3.36: Einfluss des TrxR Knockdown unter Bedingungen von………………       
oxidativen Stress auf den Autophagiemarker LC3-I und LC3-II .......................... - 114 - 
Abbildung 3.37: Einfluss des Trx Knockdown unter Bedingungen von oxidativen…… 
Stress auf den Autophagiemarker LC3-I und LC3-II ........................................... - 115 - 
Abbildung 3.38: Einfluss des Trx Knockdown auf essentielle zelluläre Signal-……….    
wege in MCF-7 Zellen......................................................................................... - 117 - 
Abbildung 3.39: Einfluss des Trx Knockdown in der prä-Seneszenz (3d) und……….. 
Seneszenz (7d) auf LC3-I und LC3-II in MCF-7/NeuT Zellen ............................. - 118 - 
Abbildung 3.40: Einfluss des Trx/TrxR Knockdown in der prä-Seneszenz (3d)……… 
und Seneszenz (7d) auf die Vitalität der MCF-7/NeuT Zellen ............................. - 119 - 
Abbildung 3.41: Bestimmung der Proteasomaktivität im Zuge der zellulären………… 
Seneszenz in MCF-7/NeuT Zellen ...................................................................... - 121 - 
Abbildung 4.1: ERBB2-vermittelte Expression von TrxR und TXNIP und die………… 
Assoziation mit Prognose  .................................................................................. - 126 - 
Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des antioxidativ wirkenden………………... 
Schutzmechanismus in der Homöostase und unter Bedingungen von oxidativen…….. 


























Tabelle 1.1: Behandlungsstrategien des Mammakarzinoms .................................. - 4 - 
Tabelle 2.1: Parameter zur Antikörperdetektion für Western Blot......................... - 32 - 
Tabelle 2.2: Probenzusammensetzung zur Messung der TrxR Aktivität .............. - 56 - 
Tabelle 2.3: Probenzusammensetzung zur Messung der Proteasom Aktivität ..... - 58 - 
Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Reagenzien für RNA Interferenz ................. - 63 - 
Tabelle 3.1: Korrelation von TrxR und TXNIP RNA Expression mit metastase.. ..........       
freiem Überleben .................................................................................................. - 74 - 
Tabelle 3.2: Korrelation von TrxR und TXNIP RNA Expression mit krankheits-. ..........     























APS     Ammoniumpersulfat 
BCA     Bicinchoninsäure Assay 
bP     Basenpaare 
cDNA     Copy Desoxyribonukleinsäure 
Cys    Cystein 
d    Days 
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kDa     Kilo Dalton 
Lap    Lapatinib  
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Min     Minute 
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nm     Nanometer 
PCR     Polymerase Chain Reaction 
PIP1    Phosphatidylinositol-3-phosphat 
PIP2    Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
PIP3    Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat 
PRDX2   Peroxiredoxin 2 
Pro    Prolin  
PVDF    Polyvinylidenfluorid  
mRNA    messenger Ribonukelinsäure 
ROS    Reactive Oxygen Species 
Rpm     Rounds per minute 
RRM2    Untereinheit M2 der Ribonukleotid Reduktase  
RT    Raumtemperatur 
SDS-PAGE    Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
Sek     Sekunde 
TBARS    Thiobarbituric Acid Reactive Substances 
TEMED    Tetramethylethylendiamin  
TNB     2-nitro-5-thiobenzoic acid 
TRE     Tetrazyklin responsive element 
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TrxR     Thioredoxin Reduktase 
TXNIP    Thioredoxin Interacting Protein 2 
µL     Microliter 
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ü/N    über Nacht 








1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms 
Weltweit gehört Brustkrebs mit 22,9% zu den häufigsten invasiven Krebsarten bei 
Frauen und weist mit 16% einen hohen Anteil aller Krebsarten bei Frauen auf. Im 
Jahr 2011 starben weltweit ca. 508000 Patienten an Brustkrebs, wobei dies beispiels-
weise in Ostafrika nur einen Anteil von 19,3 Menschen pro 100000 Einwohner aus-
machte, während der Anteil in Westeuropa mit 89,7 Patienten pro 100000 Einwohner 
4,5-fach darüber lag. Ein starker weltweiter Anstieg der Neuerkrankungen (>1 Million) 
ist seit den 1970er Jahren zu verzeichnen und ist in Zusammenhang mit veränderten 
Lebensbedingungen und Wohlstand zu bringen, der besonders in westlichen Län-
dern zu einer starken Zunahme der Neuerkrankungen führte (GLOBOCAN 2008) und 
mit 95% hauptsächlich bei Frauen über 40 Jahren auftritt. Die Mortalitätsrate der 
Krebserkrankungen bei Frauen in den westlichen Nationen wird ebenfalls vom 
Mammakarzinom angeführt, ist dank deutlich verbesserter medizinischer Versorgung 
und vor allem durch Prävention seit den 90er Jahren rückläufig [6]. In Deutschland 
stellt das Mammakarzinom mit 31% aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen einen 
sehr hohen Anteil dar. Dies entspricht einer Gesamtzahl von ca. 70000 Frauen pro 
Jahr oder einem Anteil von 171 Frauen pro 100000 Einwohner. Seit 1970 haben sich 
die Zahlen der Neuerkrankungen verdoppelt, während die Mortalitätsrate bei einer 5-
Jahres Überlebensrate von 86-90% allerdings rückläufig ist (Robert-Koch-Institut, 
Krebs in Deutschland 2010). Gründe für den Ausbruch einer Brustkrebserkrankung 
sind neben sich verändernden Umweltfaktoren, Lebensqualität, steigendem Alter 
sowie endokrinen Faktoren auch in der genetischen Prädisposition zu suchen. So 
führen Mutationen in essentiellen Genen wie p53, PTEN („Phosphatase and Tensin 
homolog“) oder BRCA1/2 zu einer Fehlregulation des Zellzyklus, welcher das Zell-
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1.1.1 Behandlungsstrategien des Mammakarzinoms 
 
Die Früherkennung von Brustkrebs durch regelmäßige Prävention und Untersuchung 
der Brust führt bei den meisten Patienten zu einer vollständigen Heilung der 
Erkrankung und gleichzeitig auch zu einem Erhalt der Brust. Das metastasierende 
Mammakarzinom bedingt in den meisten Fällen nur eine Verlängerung der Lebens-
zeit und im späten Stadium lediglich eine Behandlung der Beschwerden zum Erhalt 
der Lebensqualität. Eine Behandlung der Krebserkrankung besteht oftmals aus einer 
Kombination verschiedener Therapien. In einigen Fällen erfolgt vor der operativen 
Entfernung des Tumors eine sogenannte neoadjuvante Therapie, die auf einer 
chemischen oder hormonellen Behandlung beruht und dazu dient, den Tumor zu 
verkleinern und damit eine vollständige operative Entfernung des bösartigen 
Gewebes zu ermöglichen. Gleichzeitig steigt auch die Chance auf den Erhalt der 
Brust. Eine erfolgreiche chemische oder hormonelle Vorbehandlung kann außerdem 
dazu führen, eine Prognose hinsichtlich des Erfolges einer operativen Nachbehan-
dlung (adjuvant) abzugeben. Diese unterstützende Behandlung soll ein erneutes 
Ausbrechen des Krebses minimieren bzw. verhindern und verbleibende Tumorzellen 
vernichten. Die Therapiemöglichkeiten einer Brustkrebserkrankung sind sehr 
vielseitig und hängen sehr stark von der Klassifizierung des Hormonrezeptorstatus 
eines Tumors ab. Aufgrund der Überexpression des HER2-Rezeptors bzw. einem 
Verlust des Estrogen-Rezeptors wird beispielsweise zwischen einem positiven oder 
negativen Estrogen-Rezeptor oder HER2-Rezeptor Status unterschieden. Besonders 
aggressive Tumore zeichnen sich durch einen Verlust des Estrogen-Rezeptors aus 
und erschweren eine speziell gegen den Estrogen-Rezeptor gerichtete Therapie. Vor 
diesem Hintergrund spielt die Klassifizierung des Mammakarzinoms eine bedeutende 
Rolle, da diese die Therapie maßgeblich bestimmt. 
 
Eine gängige Möglichkeit der Therapie von Estrogen-Rezeptor positiven Brustkrebs-
patientinnen stellt die Behandlung mit Tamoxifen dar [9, 10], welches als Antagonist 
des Estrogen-Rezeptors wirkt. Bei Patientinnen mit einem positiven HER2-Rezeptor 
Status kann eine Behandlung gegen diesen angewendet werden. Bei negativen 
Estrogen- und HER2-Rezeptor Status bildet die Chemotherapie die einzige mögliche 
Alternative. Eine Überexpression des HER2/Neu-Rezeptors, welche bei ca. 30% aller 
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Brustkrebspatienten auftritt, ist maßgeblich an der Entstehung von Brustkrebs 
beteiligt [7, 8]. HER2/Neu spielt bei verschiedenen Arten von Krebs eine Rolle und ist 
beispielsweise bei Magen-, Brust-, Ovarial- und Lungenkrebs überexprimiert [11]. 
Zusätzlich zur Problematik der Nebenwirkungen (Toxizität) von Tamoxifen, zeigen 
HER2/Neu- und Estrogen-Rezeptor positive Patienten oftmals eine Resistenz 
gegenüber dem Medikament. Aus diesem Grund beschränkt sich die Therapie nicht 
nur auf eine hormonelle Behandlung. Zusätzlich erfolgt eine Behandlung mit dem 
rekombinanten monoklonalen Antikörper Trastuzumab (Herceptin®), welcher gegen 
den HER2/Neu-Rezeptor gerichtet ist [12] und besonders erfolgreich bei Patienten 
mit metastasierendem Mammakarzinom eingesetzt wird. Trastuzumab kann dabei 
allein oder in Kombination mit Chemotherapie eingesetzt werden. Allerdings muss 
auch bei der Verwendung von Trastuzumab beachtet werden, dass nur etwa 30% der 
HER2/Neu positiven metastasierenden Brustkrebspatientinnen auf die Behandlung 
ansprechen, während die verbleibenden 70% eine primäre Resistenz gegenüber 
dem Medikament aufweisen [13]. Selbst Patienten, die einen positiven, initialen 
Effekt hinsichtlich der Trastuzumab Therapie zeigen, entwickeln im Zeitraum von ein 
bis zwei Jahren nach der Behandlung eine sekundäre Resistenz gegenüber 
Trastuzumab [14]. Aufgrund dieser häufig auftretenden Resistenz bei Estrogen- und 
HER2-Rezeptor positiven Patienten erfolgt oftmals eine Kombinationstherapie von 
Trastuzumab und Tamoxifen, um gleichzeitig den Estrogen- und HER2/Neu-Rezeptor 
zu blockieren [15, 16]. Einige Studien haben bereits gezeigt, dass die Kombination 
von Trastuzumab und Fulvestrant (Faslodex®) eine wirkungsvolle Therapiemöglich-
keit zum Blockieren von Estrogen- und HER2/Neu-Rezeptor darstellen [17, 18]. 
Fulvestrant wirkt als Antagonist des Estrogen-Rezeptors und bildet mit diesem einen 
instabilen Komplex, der in der vorzeitigen Degradation des Estrogen-Rezeptors 
resultiert [19]. Weitere Möglichkeiten zur Behandlung richten sich an „Downstream-
Targets“ von HER2/Neu- und Estrogen-Rezeptor und betreffen Proteine, die von den 
genannten Rezeptoren aktiviert werden. Dazu gehören Mitglieder der MAPK-Familie 
wie MEK und ERK sowie der p38/MAPK Signalweg, welche bei vorliegender 
Tamoxifen Resistenz aktiviert werden und gezielt inhibiert werden sollen [20]. Auch 
der PI3K/AKT Signalweg ist als Interaktionspartner des Estrogen-Rezeptors in 
Tumoren identifiziert [21]. Das Ziel besteht in der Inaktivierung signalübertragender 
und wachstumsfördernder Moleküle innerhalb der Signaltransduktion. Dazu zählt 
beispielsweise das Protein mTOR („mammalian Target of Rapamycin“), welches 
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durch Rapamycin aktiviert wird und durch die Behandlung mit Rapamycin Analoga 
blockiert werden soll. In der Literatur finden sich dazu Hinweise, dass die 
Verwendung eines Analoga (CCl-779) in präklinischen Studien eine signifikante anti-
Tumor Effizienz aufweist, indem es als Antagonist zu Rapamycin wirkt, die 
Aktivierung von mTOR allerdings verhindert [22], so dass ein proliferationsförderndes 
Signal ausbleibt. Des Weiteren soll die Verwendung von Rapamycin Analoga in 
Kombination mit Aromatase Inhibitoren zur Behandlung von Estrogen-Rezeptor 
negativen Patienten eingesetzt werden. Aromatase Inhibitoren (3. Generation) block-
ieren das Enzym Aromatase, welches Androgene in Östrogene überführt. Dadurch 
erfolgt die Hemmung zur Bildung von Östrogenen, so dass ein proliferationsför-
dernder Reiz für Krebszellen unterdrückt wird [23]. Studien haben gezeigt, dass 
Aromatase Inhibitoren eine hohe anti-Tumor Effizienz gegenüber Estrogen-Rezeptor 
negativen Patienten aufweisen [24, 25] und sich durch geringe Toxizität auszeichnen. 
Eine Zusammenfassung der beschriebenen Wirkstoffe ist Tabelle 1.1 zu entnehmen. 
Tabelle 1.1: Behandlungsstrategien des Mammakarzinoms  
Therapieanwendung ER/HER2 Status der 
Patientinnen 
Wirkungsweise der Substanz 
Tamoxifen ER
+
 Antagonist des Estrogen-Rezeptors, 





 Hemmung des HER2-Rezeptors, 





 Antagonist des Estrogen-Rezeptors, 











 Blockade der Östrogenproduktion, 
Inhibition der Proliferation 
Rapamycin Analoga (CCl-779) ER
+
 Blockade von mTOR, Inhibition der 
Proliferation 
 
Die Rolle von Steroidhormonen und deren Rezeptoren spielt für die Behandlung des 
Mammakarzinoms weiterhin eine enorm wichtige Rolle. Tamoxifen, als traditionelles 
anti-Estrogen-Rezeptor Medikament, wird weiterhin eine bedeutende Rolle zur 
Behandlung des Mammakarzinoms spielen, solange Medikamente mit verminderter 
Toxizität fehlen. Die Ausbildung von Resistenzen vieler Patienten gegen solche Me-
dikamente spielt dabei ebenfalls eine wichtige Rolle. Aus diesem Grund stellt die 
Suche nach Substanzen und Zielmolekülen mit erhöhter Sensitivität und vermin-
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derten Nebeneffekten sowie dem Umgehen der Hormonresistenz ein wichtiges Ziel 
der Forschung dar („cutting edge“).  
 
1.2 Die ERBB Familie  
Die Kommunikation innerhalb vieler Organismen wird durch ein kompliziertes Signal-
transduktionsnetzwerk gewährleistet, welches essentielle Prozesse wie Proliferation, 
Metabolismus und Differenzierung steuert. Diese Vielzahl an Prozessen muss perfekt 
aufeinander abgestimmt sein und wird durch eine Vielzahl von unterschiedlichen 
sowohl intra- als auch extrazellulären Molekülen und Liganden reguliert. Einen 
wichtigen Kommunikationszweig bilden Membranrezeptormoleküle, die durch Bin-
dung extrazellulärer Moleküle aktiviert werden und diesen Stimulus in die Zelle 
weiterleiten, welcher letztendlich in der Expression bestimmter Zielgene resultiert 
[26].  
 
Die Membranrezeptoren der ERBB-Familie sind der Oberfamilie der Tyrosinkinasen 
zugeordnet und sind maßgeblich für die Kommunikation, die zur Entwicklung der 
Zelle beiträgt, verantwortlich. Dadurch dass Zellen ständig sich ändernden Umwelt-
faktoren ausgesetzt sind, muss eine Selektion der eintreffenden Signale erfolgen. 
Aus diesem Grund entwickelte sich in höheren Organismen ein komplexes Netzwerk 
von Membranrezeptoren, die sich innerhalb der ERBB-Familie in vier Mitglieder 
unterteilen lassen. Die Rezeptoren ERBB1/HER1, ERBB2/Neu/HER2, ERBB3/HER3 
und ERBB4/HER4 erfüllen unter physiologischen Bedingungen Aufgaben, die 
innerhalb der Zelle mit Proliferation und Differenzierung assoziiert sind und nehmen 
zudem Einfluss auf die Migration von Zellen sowie der Apoptose [27-29]. Besonderes 
Interesse erregt der ERBB2/Neu/HER2-Rezeptor, da eine Fehlregulation dessen mit 
Tumorgenese in Brustgewebe assoziiert ist [30].  
 
1.2.1 Die Rolle der ERBB-Rezeptoren bei der Tumorentstehung und -entwicklung 
Für die Entstehung und Entwicklung von Tumoren müssen im Normalfall gewisse 
Charakteristika erfüllt sein. Eine grundsätzliche Bedingung stellt die Entartung einer 
Zelle dar, die sich fast ausschließlich in einer Veränderung des Zellzyklus zu Gunsten 
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der Proliferation sowie der Resistenz gegenüber wachstumsinhibierenden 
Substanzen wiederspiegelt. Gleichzeitig werden Mechanismen aktiviert, die einer-
seits Apoptose umgehen und andererseits die Angiogenese aktivieren, um Metasta-
sierung und Invasion in umliegendes Gewebe zu gewährleisten [31]. Einen wichtigen 
Faktor spiegelt ebenfalls die Fehlregulation von Proto-Onkogenen wieder, die das 
Wachstum von Zellen steuern und fördern. Dazu zählen die Mitglieder der ERBB-
Familie, die durch Mutation und Überexpression und damit verbundener Fehlregu-
lation maßgeblich an der Tumorentstehung beteiligt sind. Dabei wurde zuerst eine 
Variante des ERBB1-Rezeptors entdeckt. Das tumor-induzierende Virus „avian 
erythroblastosis virus“ enthielt einen ERBB1-Rezeptor, der eine strukturell veränderte 
Domäne aufwies und durch unkontrollierte Signalübertragung zur Degeneration von 
Zellen beitrug [32]. Spätere Studien haben allerdings gezeigt, dass alle Mitglieder der 
ERBB-Familie zu den Proto-Onkogenen zählen, da die Fehlregulation jedes 
einzelnen Mitgliedes in Zusammenhang mit Krebs gebracht werden kann [4]. Die 

















Eine Überexpression des ERBB1-Rezeptors konnte beispielsweise in Zusammen-
hang mit Haut-, Brust-, Lungen-, Blasen- und Prostatakrebs gebracht werden. 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des ERBB Signaltransduktion Netzwerkes [4] 
Eine Vielzahl von Liganden sind in der Lage verschiedene Mitglieder der ERBB-Familie mit 
unterschiedlicher Affinität zu binden und zu aktivieren. Lediglich für ERBB2 ist nach wie vor 
kein spezifischer Ligand zur Aktivierung bekannt. Die Interaktion mit den jeweiligen Rezep-
toren führt zur Vielzahl von Dimerisierungsmöglichkeiten untereinander (input layer). Dies führt 
zur intrazellulären Signalübertragung über verschiedene Adaptorproteine, was in der Akti-
vierung unterschiedlicher Signalwege und der Aktivierung von spezifischen Transkriptionsfak-
toren resultiert (Signal processing layer). Die Konsequenz ist ein Einfluss auf essentielle 
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Mutationen des Rezeptors dagegen wurden mit Glioma-, Lungen- und Brustkrebs in 
Verbindung gebracht, wobei das Ergebnis stets mit schlechter Prognose und einem 
verkürzten Gesamtüberleben der Patienten assoziiert war [33-36]. Eine Überex-
pression von ERBB2 konnte in verschiedenen Geweben wie Lunge, Pankreas, Darm 
und Brust ebenfalls in Verbindung mit Tumorgenese gebracht werden und war meist 
mit schlechter Prognose im Hinblick auf das Gesamtüberleben der Patienten sowie 
einem hohen Maß an Grading assoziiert [37]. Der Fokus dieser Arbeit soll auf den 
Untersuchungen zur Überexpression der onkogenen Variante von ERBB2 liegen. 
 
1.2.2 Die Rezeptortyrosinkinase ERBB2 
Das ERBB2 Gen ist beim Menschen auf dem Chromosomen 17q21 lokalisiert und 
kodiert für ein Transmembranprotein, welches dem EGF-Rezeptor mit einer Homo-
logie von etwa 50% stark ähnelt. Eine Fehlregulation des ERBB2-Gens wird 
entweder durch eine gesteigerte Amplifikation oder durch das Auftreten einer Punkt-
mutation erreicht. Mutationen des ERBB2-Gens können in einer großen Vielzahl auf-
treten und daher unterschiedliche Effekte bedingen.  
 
Der Effekt der gesteigerten Aktivität und induzierten Signaltransduktion des ERBB2- 
Rezeptors, wie er häufig in Brustkrebspatientinnen auftritt, kann auch durch ge-
nomische Amplifikation des ERBB2-Lokus in in vitro Zellmodellen erzielt werden, 
wodurch die damit verbundene Überexpression von ERBB2 die Signalweiterleitung 
steigert. Dieser Befund spielt eine wesentliche Rolle bei der Umbildung von humanen 
Brustdrüsen. Dieses Gewebe repräsentiert eines der wenigen Gewebe, welches sich 
hormonell bedingt auch nach der Geburt morphologisch noch stark verändert. Dies 
gilt für den Zeitraum beginnend mit der Geburt bis zur Vorbereitung der Brust auf die 
Stillzeit. Der gesamte Zeitraum unterliegt einer strengen und kontrollierten Ex-
pression des ERBB2-Rezeptors [38]. Mutationen des ERBB2-Proto-Onkogens führen 
in nicht wenigen Fällen zur Fehlregulierung der ERBB2-Expression und resultieren in 
der Tumorgenese und der Entstehung von Brustkrebs.  
 
Eine erste onkogene Variante von ERBB2 wurde aus Ratten isoliert und mit NeuT 
bezeichnet [39]. NeuT ist durch eine Punktmutation in der Transmembrandomäne 
des Rezeptors charakterisiert, wobei ein Aminosäurenaustausch von Valin zu Glu-
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taminsäure in der Position 664 stattgefunden hat. Dies resultiert in einer konstitutiven 
Aktivierung des Rezeptors, so dass dies eine ligandenunabhängige Dimerisierung 
mit anderen Mitgliedern der ERBB-Familie zur Folge hat [40]. 
 
1.2.3 ERBB2-induzierte Signalwege 
Die Aktivierung des ERBB2-Signalweges resultiert aus der Heterodimerisierung des 
ERBB2-Rezeptors mit einem weiteren Vertreter der EGFR-Familie und führt zur Auto-
phosphorylierung bestimmter Aminosäuren an der intrazellulären Domäne des 
ERBB2-Rezeptors. Dadurch werden Adaptorproteine (z.B. GRB2) rekrutiert, die eine 
SH2 („Src homology 2“) oder PTB („Phosphotyrosine binding“) Domäne aufweisen 
[41]. ERBB2-assoziierte Heterodimere aktivieren hauptsächlich drei Signalwege 
(Abb: 1.2), dazu gehören der PI3K/AKT Signalweg [41-43], die RAS/MAPK Kaskade 
[41, 42, 44] sowie die Aktivierung von Phospholipase Cγ [45]. In dieser Arbeit wurden 
sowohl der RAS/MAPK als auch der PI3K/AKT Signalweg näher untersucht, daher 














Abbildung 1.2: Zusammenfassung der wichtigsten ERBB2-vermittelten Signalkaskaden 
Quelle: www.SABiosciences.com; letzter Zugriff: 20.03.2014 
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1.2.4 Der RAS/MAPK Signalweg 
Die Aktivierung des RAS/MAPK Signalweges (Abb. 1.3) erfolgt über die Interaktion 
von aktiviertem ERBB2 und dem Adaptorprotein GRB2 [46], wobei GRB2 mit SOS 
(„son of sevenless“) assoziiert und das G-Protein RAS durch Austausch von GDP zu 
GTP aktiviert [47]. Im weiteren Verlauf der Signalkaskade erfolgt die Rekrutierung 















Aktiviertes RAF wiederum phosphoryliert und aktiviert MEK (MAP/ERK Kinase), 
welches sich durch die Fähigkeit auszeichnet, sowohl Serin/Threonin als auch 
Tyrosin Domänen zu phosphorylieren [49, 50]. Durch weitere Phosphorylierung der 
Aminosäuren Thr202 und Tyr204 des Proteins ERK („extracellular signal-regulated 
kinase“) setzt sich die Signalkaskade fort. Durch die dadurch induzierte Dimeri-
sierung von ERK, wird dieses in den Zellkern transloziert [51] und aktiviert dort Trans-
kriptionsfaktoren wie c-MYC oder c-JUN [52, 53], welche die Progression des Zell-
zyklus vermitteln, eines der Hauptaufgaben des aktivierten RAS/MAPK Signalweges.  
 
1.2.5 Der PI3K/AKT Signalweg 
Eine weitere durch ERBB2 aktivierte Signalkaskade stellt der PI3K/AKT Signalweg 
dar (Abb. 1.4), wobei aktiviertes ERBB2 an der intrazellulären Domäne von der 
Abbildung 1.3: Zusammenfassung des RAS-MAPK Signalweges [1] 
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katalytischen Untereinheit p85 der PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) gebunden wird, 
wodurch es zur allosterischen Aktivierung der katalytischen Untereinheit p110 der 
PI3K kommt [28, 41]. Aktiviertes PI3K führt zur Phosphorylierung des Membranlipids 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2). Dieser Prozess induziert die Akku-
mulation von Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) [46, 54]. Eine weitere 
wichtige Aufgabe von PI3K besteht in der Vermittlung der Translokation der PDK-1 















Dort kommt es zur zweifachen Phosphorylierung von AKT an den Aminosäuren 
Thr308 durch die katalytische Domäne der PDK-1 sowie Ser473 durch eine weitere 
PDK. Beide Phosphorylierungsschritte resultieren in der Aktivierung von AKT [54]. 
Die vollständige PI3K/AKT Aktivierung führt zur Vermittlung eines anti-apoptotischen 
Signals in der Zelle, welches durch die Aktivierung des IKK-Komplexes (IκBα-
Kinase) und der Freisetzung des Transkriptionsfaktors NF-κB („nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells“) verstärkt werden kann, da NF-κB 
Apoptose blockiert [55]. Vor diesem Hintergrund ist zu beachten, dass die Aktivier-
ungsstärke des PI3K-aktivierten AKT-Signalweges über verschiedene Phosphorylier-
ungsstellen moduliert werden kann. Während ERBB3 multiple Bindungsstellen für die 
katalytisch aktive Untereinheit p85 der PI3K aufweist und die AKT Kaskade höchst 
effizient aktivieren kann, gilt dies nicht für ERBB2 [56, 57].  
 
Abbildung 1.4: Zusammenfassung des PI3K/AKT Signalweges 
Quelle: http://www.assay-protocol.com/cell-biology/PI3KAkt 
letzter Zugriff: 22.03.2014 
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1.3 Onkogen-induzierte Seneszenz 
Nicht nur die gezielte Suche nach neuen Therapeutika und Zielmolekülen allein 
spielen eine bedeutende Rolle in der Tumorforschung. Auch das Phänomen der 
zellulären Seneszenz muss in Zusammenhang mit der Tumorgenese gebracht 
werden und soll daher näher erläutert werden. 
 
Die zelluläre Seneszenz wurde erstmals durch die Forscher Hayflick und Moorhead 
im Jahre 1961 beschrieben. Untersuchungen mit primären humanen Fibroblasten 
zeigten, dass diese die Eigenschaft von unendlicher Zellteilung verloren haben [58]. 
Viele weitere Studien haben aufgezeigt, dass der der Seneszenz zu Grunde liegende 
Mechanismus in der Verkürzung der Telomere zu finden sei. Dieser Typ der 
Seneszenz wurde als replikative Seneszenz beschrieben und von Campisi et al. 
(2007) als ein „fail-safe“ Mechanismus interpretiert, der die weitere Replikation von 
alternden Zellen verhindert [59].  
 
Studien von Serrano et al. (1997) zeigten erstmals in normalen Fibroblasten, dass 
die Expression des Onkogens H-RASG12V ebenfalls Seneszenz auslöste [60]. 
Dieser Prozess wurde zwei Jahre später durch Untersuchungen in humanen 
Fibroblasten von Wei et al. (1999) als telomer-unabhängiges Ereignis beschrieben 
[61]. Viele Studien haben derweil gezeigt, dass onkogen-induzierte Seneszenz durch 
eine Vielzahl von Onkogenen sowohl in vitro als auch in vivo (z.B. TGFβ, c-MYC, N-
RASG12D) und Tumorsuppressoren (z.B. p53, p16, p27) induziert werden kann [62]. 
Durch die Beteiligung der verschiedenen Onkogene an der Induktion zellulärer 
Seneszenz sind verschiedenste essentielle Signalwege der Zelle involviert. Dazu 
zählen neben DNA-Reparaturmechanismen und Zellzyklusregulation auch Immun-
antworten und metabolische Prozesse [62]. Grundsätzlich wird onkogen-induzierte 
Seneszenz allerdings als anti-Tumor Barriere interpretiert, die verhindern soll, dass 
entartete Zellen weiterhin repliziert werden und die Tumorprogression fördern. Einen 
Überblick über Mechanismen zur Induktion von onkogen-induzierter Seneszenz soll 
Abbildung 1.5 geben.   
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In der Literatur sind viele Charakteristika von Seneszenz beschrieben. Dazu zählen 
vor allem morphologische Veränderungen der Zellen, die durch eine Vergrößerung 
und einer Abflachung der zellulären Struktur charakterisiert sind [59]. Dazu zählt 
beispielsweise die Seneszenz-assoziierte Expression des Enzyms β-Galaktosidase 
[63], die zum ersten Mal von Dimitri et al. (1995) beschrieben wurde.  
 
1.3.1 Die Rolle der Seneszenz in der Tumorgenese 
Tumorgenese beschreibt einen mehrstufigen Prozess, der eine Vielzahl von Muta-
tionen in Onkogenen beinhaltet, die nicht mehr durch zelluläre Reparaturmech-
anismen (DNA Reparatur) oder Apoptose kompensiert werden können. Die Initiation 
der Tumorgenese impliziert das Vorhandensein vieler Mutationen von Genen, die mit 
der Regulation von Zellzyklus und Zellproliferation assoziiert sind [31]. Seneszenz 
beschreibt dagegen einen Tumorsuppressionsmechanismus, der durch Akkumulation 
Abbildung 1.5: Mechanismen zur Induktion onkogen-induzierter Seneszenz [5] 
Onkogener Stress resultiert in der Aktivierung vieler zellulärer Signalwege. Die durch onkogenen 
Stress ausgelöste Hyperreplikation führt zur Akkumulation von DNA Schäden, die seinerseits die 
„DNA damage response“ (DDR) aktiviert, welche in der Rekrutierung des Tumorsuppressors p53 
resultiert und Seneszenz vermittelt. Dieser kann gleichzeitig durch p19
ARF
 aktiviert werden. 
Onkogener Stress führt zusätzlich zur Akkumulation von ROS, welche wiederum einen Beitrag zur 
gesteigerten Menge an DNA Schäden leisten und die DDR steigern können. Die Aktivierung des 
p16
INK4A
-Rb Tumorsuppressors induziert die Bildung der seneszenz-assoziierten Heterochromatin-
zentren (SAHF), welche zum einen als Seneszenzmarker fungieren und andererseits die Expression 
Zellzyklus-assoziierter Gene verringern. Die Sekretierung von Zytokinen (IL-6, IL-8), die ihrerseits 
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von DNA Schädigung, oxidativen Stress (ROS) oder die Aktivierung von Onkogenen 
initiiert wird und die Zelle vor Proliferation und einer damit verbundenen malignen 
Transformation schützt. Vor diesem Hintergrund wird Seneszenz als „fail-safe“ 
Mechanismus beschrieben, der vor unkontrollierter Zellteilung und der Entartung 
sowie Progression von Tumoren schützt [64-67]. Nach den Pionierarbeiten von 
Hayflick und Moorhead auf dem Gebiet der Seneszenz haben viele Studien gezeigt, 
dass nicht nur vereinzelte Onkogene Seneszenz induzieren können, sondern ganze 
Signalwege als Initiator von Seneszenz gelten können. Ein prominentes Beispiel 
bildet der RAS/RAB/MEK Signalweg, der in vielen Publikationen als Auslöser von 
vorzeitiger Seneszenz beschrieben ist [68-71]. Maus Modelle, in denen onkogenes 
RAS exprimiert wurde, haben gezeigt, dass seneszente Zellen in verschiedenen 
Organen aufzufinden sind. Dazu gehören neben der Brust [72], der Milz [73], der 
Lunge [74] auch die Bauchspeicheldrüse [75]. Das Auffinden von seneszenten Zellen 
in prä-malignen Läsionen und benignen Geweben konnte daher in einer Vielzahl von 
Studien zum einen durch Aktivierung von Onkogenen und zum anderen durch 
Inaktivierung von Tumorsuppressoren sowohl in humanen Zellen als auch im Maus 
Modell bestätigt werden. Das gleichzeitige Fehlen seneszenter Zellen in malignen 
Tumoren bekräftigt die Bedeutung der onkogen-induzierten Seneszenz als 
Tumorsuppressionsmechanismus zur Verhinderung der Proliferation von Zellen mit 
onkogenen Mutationen. Das Versagen des Mechanismus in malignen Tumoren wird 
durch die Deletion bzw. Inaktivierung von Seneszenzregulatoren (Kapitel 1.3) erklärt 
und bestätigt den kausalen Zusammenhang zwischen dem Verlust des Seneszenz-
mechanismus und maligner Transformation [76-78].  
 
Paradoxerweise dient Seneszenz nicht allein dem Schutz vor Tumorgenese, sondern 
kann diese sogar selbst in vivo und in vitro über sekretorische Signalwege durch 
Ausschüttung von Zytokinen (z.B. IL-6 und IL-8) fördern. Dieser Effekt wird als 
„Senescence-associated secretory phenotype“ (SASP) bezeichnet. Durch Ausschüt-
tung von Zytokinen werden Nachbarzellen beeinflusst, die ihrerseits durch Prolifera-
tion die Tumorprogression steigern können. Unter diesem Gesichtspunkt muss das 
Phänomen der Seneszenz stets kritisch betrachtet werden. Zum einen kann Tumor-
genese durch den Eintritt in die Seneszenz zwar verhindert werden, zum anderen 
werden diese Zellen jedoch nicht durch Apoptose degradiert und zeichnen sich daher 
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durch einen veränderten (sekretorischen) Phänotyp aus. Ziel sollte es daher sein, 
gezielt seneszente Zellen durch Stimulation von Apoptose zu beseitigen.  
 
Dennoch bietet die Seneszenz als Mechanismus der Tumorsuppression ein attrak-
tives Ziel für therapeutische Anwendungen im Zusammenhang mit Krebs, zumal 
bereits gezeigt werden konnte, dass chemische Therapeutika sowohl in vitro als auch 
in vivo Seneszenz induzieren konnten [68, 69, 79-81]. Gleichzeitig zeigten Biopsien 
von Patienten mit Brust-, Lungen- und Prostatakrebs nach Erhalt der Chemotherapie 
signifikante Anzeichen von seneszenten Zellen innerhalb der Tumoren [80, 82, 83]. 
Diese Befunde sollten Grund genug sein, die Entwicklung von neuartigen, effizient-
eren Therapeutika zur Bekämpfung von Tumoren voranzutreiben und bilden daher 
die Grundlage der sogenannten „Therapy-Induced senescence“ (TIS).   
 
1.3.2 Das MCF-7/NeuT Zellsystem als Modell für onkogen-induzierte Seneszenz  
Das Proto-Onkogen HER2/Neu (HER2: „Human epidermal growth factor receptor 2“) 
gehört zur Familie der EGF-Rezeptoren und wird in 15-30% aller Brustkrebstumoren 
überexprimiert [30]. Die gesteigerte Expression von ERBB2 („Epidermal growth factor 
receptor 2“) ist bei Brustkrebspatienten mit schlechter Prognose und einer frühen 
Metastasierungsrate und verminderter Gesamtüberlebensdauer assoziiert. Die Ver-
wendung des Tetrazyklin-basierten Expressionssystems, das eine durch Doxyzyklin 
induzierbare Expression von ERBB2/NeuT erlaubt, konnte bereits zeigen, dass diese 
in MCF-7 Zellen zum Zellzyklusarrest führt. Gleichzeitig erfolgte die Rekrutierung und 
Aktivierung des Zyklin-abhängigen Inhibitors p21, der einen wichtigen Mediator 
zellulärer Seneszenz darstellt [3, 84, 85]. Die MCF-7/NeuT Zelllinie wurde bereits von 
Trost [84],[86] generiert. Die verwendeten Vektoren sind in Abb. 2.1 beschrieben, die 
genaue Beschreibung der Vorgehensweise zur Generierung findet sich unter [3] und 
[86]. Aus diesem Grund kann das MCF-7/NeuT Zellmodell idealerweise zur 
Untersuchung von Seneszenz und ERBB2-vermittelter Onkogentransformation ver-
wendet werden, da ca. 90% der Zellen nach Doxyzyklin Behandlung den Übergang 
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1.4 Oxidativer Stress 
Oxidativer Stress beschreibt eine Stoffwechselsituation, bei der das Gleichgewicht 
von Pro- und Antioxidantien zu Gunsten der Prooxidantien verschoben ist. Dabei wird 
eine erhöhte Menge an reaktiven Sauerstoff bzw. Stickstoffspezies (ROS bzw. RNS) 
gebildet und die Homöostase eines Lebewesens durch fehlende Detoxifizierung 
negativ beeinflusst. Normale Zellen eines Organismus besitzen die Fähigkeit sowohl 
oxidierende als auch reduzierende Moleküle durch eine Vielzahl von Mechanismen 
zu detoxifizieren und neutralisieren. Sind Reparatur- und Entgiftungsmechanismen 
nicht mehr in der Lage eine gesteigerte Menge von Prooxidantien zu detoxifizieren, 
wird dies als oxidativer Stress bezeichnet.  
 
Oxidativer Stress spielt bei der Modulation vieler physiologischer Prozesse aerober 
Lebewesen eine essentielle Rolle, kann aber bei exzessiver Generierung von ROS 
bzw. RNS zu Veränderungen führen, die mit einer Vielzahl an Krankheiten assoziiert 
sind. Das Interesse an der Erforschung reaktiver Sauerstoffspezies stieg zu Beginn 
des 20. Jahrhunderts, nachdem McCord und Fridovich das erste ROS-detoxifizier-
ende Enzym, die Superoxiddismutase, entdeckt hatten. Viele Untersuchungen und 
Studien brachten ROS anschließend in Zusammenhang mit der Induktion von 
Signaltransduktionswegen, Inflammation, Apoptose, Proliferation, Angiogenese sowie 
dem natürlichen Prozess des Alterns [87]. Gleichzeitig zeigten viele Publikationen, 
dass oxidativer Stress mit einer Vielzahl physiologischer Veränderungen verknüpft 
ist. Dazu zählt der Pathomechanismus neurodegenerativer Krankheiten wie Parkin-
son, Epilepsie und Schlaganfall [88-91]. Die Akkumulation von ROS spielt auch in der 
Pathogenese vaskulärer Erkrankungen wie Arteriosklerose und Bluthochdruck [92, 
93] sowie Diabetes mellitus [94] eine bedeutende Rolle. Oxidativer Stress kann 
grundsätzlich sowohl durch exo- als auch endogene Stimuli ausgelöst werden. 
Abbildung 1.6 liefert eine Zusammenfassung für Quellen reaktiver Sauerstoffspezies.  
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          Abbildung 1.6: Schematische Darstellung für Quellen reaktiver Sauerstoffspezies 
          Quelle: http://www.vet.cornell.edu/news/radicals.cfm , letzter Zugriff: 24.03.2014 
Zu exogenen Stimuli zählen neben ionisierender und UV-Strahlung auch einige 
Medikamente, Herbizide oder Insektizide und sind daher mit Umweltfaktoren 
verknüpft, denen wir permanent ausgesetzt sind. Bei aeroben Lebewesen stellt die 
Gewinnung von Energie einen permanenten, endogenen Induktor von oxidativen 
Stress dar. Durch mitochondrialen Elektronentransport und oxidativer 
Phosphorylierung zur zellulären Energiegewinnung werden permanent ROS 
generiert, allerdings durch antioxidative Mechanismen größtenteils wieder 
neutralisiert. Gleichzeitig können auch Onkogene eine bedeutende Rolle bei der 
Generierung von ROS spielen. Häufig führt dabei die Aktivierung von Onkogenen wie 
z.B. RAS zur Akkumulation von ROS [95, 96]. 
 
Im Falle einer Störung der sogenannten Redox-Homöostase zu Gunsten der Prooxi-
dantien können unter Bedingungen von oxidativen Stress eine Vielzahl zellulärer 
Makromoleküle durch die Akkumulation von ROS geschädigt werden. Dazu zählen 
neben DNA und RNA auch Proteine und Lipide. Freie Radikale sind in der Lage, 
mehrfach ungesättigte Fettsäuren von Membranstrukturen direkt anzugreifen, 
wodurch es zur Lipidperoxidation kommt. Dies hat eine Veränderung der Membran-
struktur zur Folge, welche zu einer Verringerung der Membranfluidität führt und 
gleichzeitig die Funktion membrangebundener Proteine und Transporter einschrän-
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ken kann [97]. Gleichzeitig werden mehrfach ungesättigte Fettsäuren aufgrund 
oxidativer Schädigung zu einer Vielzahl von Produkten degradiert. Eines dieser 
Produkte stellt die Molekülgruppe der Aldehyde dar, die einerseits eine hohe 
Halbwertszeit aufweisen und andererseits sehr reaktiv sind und daher Proteine weit 
entfernt vom eigentlichen Entstehungsort schädigen können (sekundäre Toxizität) 
[97]. Einen weiteren Effekt von ROS stellt die Modifikation von DNA Basen sowie 
deren Zuckerresten dar. Einzel- und Doppelstrangbrüche im DNA-Rückgrat führen 
zur Ausbildung von DNA Basen- und Zuckeraddukten mit anderen Molekülen („cross-
linking“) und verhindern die Replikation der DNA [98, 99]. Besonders die Oxidation 
von redox-sensitiven Proteinen zeigt große Auswirkungen auf die Zelle, da Proteine 
an einer Vielzahl metabolischer, signalübertragender und transkriptioneller Prozesse 
beteiligt sind. Proteine können durch Oxidation von Sulfhydrylgruppen (Thiole), 
oxidative Addition von Aminosäureresten neben Bindestellen von Metallionen im 
katalytischen Zentrum, Reaktionen mit reaktiven Aldehyden und „cross-linking“ mit 
anderen Proteinen, modifiziert werden. Dadurch kann ihre Funktionalität einge-
schränkt oder vollständig aufgehoben werden. Besonders Thiolgruppen cystein-
haltiger Proteine werden bevorzugt oxidiert. 
 
Zelluläre Schädigungen durch oxidativen Stress wären ohne entsprechende 
Entgiftungs- und Reparaturmechanismen letal für einen Organismus, da sowohl 
fehlerhafte Zellmembranen, fehlregulierte Proteine als auch die Blockade der DNA 
Replikation zur Generierung von Mutationen und damit zum Untergang des Or-
ganismus führen [100]. Aus diesem Grund sind zelluläre, antioxidative Schutzmech-
anismen essentiell und von besonderer Bedeutung.  
 
1.4.1 Oxidativer Stress in Krebs  
Viele Studien haben gezeigt, dass ROS eine bedeutende Rolle in der Tumorentwick-
lung spielen können [101, 102], indem sie zur Schädigung von DNA, Lipiden und 
Proteinen führen können. Diese stehen wiederum im Zusammenhang mit 
Chromosomen Instabilität, genetischer Mutation und Modulation des zellulären 
Wachstums. Weitere Studien haben außerdem gezeigt, dass eine Akkumulation von 
ROS zur Steigerung der Signaltransduktion und Überexpression von Schlüssel-
Transkriptionsfaktoren wie NRF-2 und NF-κB führen kann [103, 104], welche die 
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Zellproliferation als bedeutenden Faktor der Tumorgenese steigern [105]. Bei der 
Entstehung von ROS muss allerdings zwischen exo- und endogenen Stimuli 
unterschieden werden. Die endogene Produktion von ROS erfolgt hauptsächlich in 
Mitochondrien und Peroxisomen. Durch den Elektronentransport innerhalb der 
Mitochondrien zur Generierung eines Protonengradienten und letztendlich zur 
Produktion von ATP, werden sowohl an Komplex 1 als auch Komplex 3 eine große 
Menge Superoxidanionen produziert [106]. Superoxidanionen sind kurzlebige Radi-
kale, die Transkriptionsfaktoren wie HIF-1α modulieren. HIF-1α steuert eine Vielzahl 
zellulärer Prozesse, inklusive Angiogenese und Proliferation, die auch bei der 
Tumorentstehung- und entwicklung von enormer Bedeutung sind [107]. Hinweise in 
der Literatur haben einen Zusammenhang zwischen der mitochondrialen ROS 
Produktion und der Entstehung von Tumoren beschrieben [108, 109], ohne dabei 
jedoch einen Mechanismus aufzuklären. Dies ist womöglich damit zu erklären, dass 
die ROS Produktion in Mitochondrien sowohl spezies- als auch gewebeabhängig ist 
[110, 111]. Allerdings konnte mehrfach gezeigt werden, dass die ROS Generierung in 
Tumoren deutlich über der von gesunden Zellen liegt [112]. Eine weitere Quelle zur 
Generierung von ROS bilden Peroxisomen in eukaryotischen Zellen. Durch den 
Abbau von Ethanol und die β-Oxidation von Fettsäuren verbrauchen Peroxisomen 
einen großen Anteil an Sauerstoff und tragen zum Anstieg von ROS bei. Obwohl 
Peroxisomen antioxidative Enzyme (Katalase, Glutathion Oxidase, Peroxiredoxin 1) 
besitzen [113, 114], übersteigt die ROS Produktion in Form von Wasserstoffperoxid 
und Superoxidanion die der erzeugten Menge durch Acetyl-CoA Oxidase und 
Xantinoxidase [115]. Vor diesem Hintergrund konnte in der Rattenleber ein kausaler 
Zusammenhang zwischen der proliferations-induzierten ROS Akkumulation in 
Peroxisomen und der Entstehung von Tumoren durch halogenierte Lösungsmittel 
bzw. Phthalate aufgezeigt werden [116-118]. Ein weiteres Beispiel für ein humanes 
Kanzerogen stellt ionisierende Strahlung dar und kann sowohl bei der Entstehung, 
Förderung als auch Entwicklung der Tumorgenese beteiligt sein. Dies gilt sowohl für 
verschiedene Spezies als auch für sämtliche Organe [119-121]. Das Spektrum der 
zellulären Schädigung durch ionisierende Strahlung reicht dabei von DNA-Schäden, 
Induktion der Apoptose, Genmutation bis zur Entstehung von Krebs [122] und geht 
mit einer Akkumulation und Vermittlung durch ROS einher [122-124]. Letztendlich 
haben Mutationsstudien gezeigt, dass meist die chronische Exposition von oxidativen 
Stress aufgrund einer chronischen Immunantwort mit Karzinogenese assoziiert ist 
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[125]. Während oxidative DNA Schäden durch Aflatoxin B-induzierte p53 und RAS 
Mutation Leberkarzinogenese induzierte [126], zeigte DNA Oxidation durch UV-
Exposition bei Mäusen und Menschen die Entstehung von Hautkrebs auf [127]. 
Zusätzlich konnte in Ratten gezeigt werden, dass die Tumorsuppressorgene p15INK4B 
und p16INK4A durch ROS moduliert werden und es dadurch zur Entstehung eines 
renalen Karzinoms kommt [128]. Die genannten Beispiele unterstreichen die bedeu-
tende Rolle von oxidativen Stress bei der Entstehung, Förderung und Entwicklung 
der Karzinogenese. Aus diesem Grund spielen antioxidativ wirkende Schutzmech-
anismen einerseits eine bedeutende Rolle für das Überleben der Zelle, andererseits 
bieten sie im Zusammenhang mit der Tumorgenese einen interessanten Angriffs-
punkt zur Therapie. Insbesondere das Auftreten von Resistenzen hinsichtlich 
Estrogen- und HER2-Rezeptor gerichteter Medikamente erfordert neue Angriffs-
punkte zur Verbesserung der Therapiemöglichkeiten. Dazu zählen auch antioxidativ 
wirkende Mechanismen wie das Thioredoxinsystem, die zur Aufrechterhaltung des 
reduzierenden Milieus in der Tumormikroumgebung beitragen und Tumoren einen 
Überlebensvorteil bieten.  
 
1.4.2 Das Thioredoxinsystem als antioxidativer Schutzmechanismus vor oxidativen 
Stress 
Das Thioredoxinsystem, welches sich aus Thioredoxin Reduktase, Thioredoxin und 
TXNIP (Thioredoxin-Interacting Protein) zusammensetzt, bildet einen Regulations-
mechanismus zur Aufrechterhaltung des reduzierenden Milieus innerhalb einer Zelle 
sowie der Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zum Schutz der 
Zelle. Thioredoxin existiert in zwei unterschiedlichen Isoformen, Trx1 und Trx2, 
welche einerseits im Zytoplasma und Nukleus (Trx1) und andererseits in Mitochon-
drien (Trx2) exprimiert werden [129]. Thioredoxine gehören zur Familie der Proteine, 
die ein konserviertes Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys Motiv aufweisen und besitzen ein 
Molekulargewicht von 10–12 kDa. Ihre katalytische Aktivität besteht in der Wechsel-
wirkung mit Disulfidbrücken und freien Thiolen weiterer Proteine, wobei diese 
dadurch reduziert werden und Thioredoxin selbst oxidiert wird [130-132]. Die Exis-
tenz zweier Isoformen lässt darauf schließen, dass das ubiquitär exprimierte Trx1 
andere Aufgaben übernimmt als das in Mitochondrien lokalisierte Trx2. Grundsätzlich 
konnte allerdings gezeigt werden, dass ein homozygoter Knockout von entweder 
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Trx1 oder Trx2 letal bei Mäusen ist [132, 133] und beide Isoformen daher essentielle 
Proteine für das Überleben darstellen [134-136]. Für die Funktionalität des Thio-
redoxinsystems spielt die Interaktion mit TrxR und TXNIP eine wesentliche Rolle. 
Durch die antioxidative Wirkung von Trx wird dieses selbst oxidiert, kann aber von 
TrxR unter Verbrauch von NADPH als Elektronendonor wieder in den reduzierten 
Zustand überführt werden. Dabei fungiert das selen-abhängige Enzym TrxR als 
Elektronentransporter, indem es katalytisch aktive Thiole von Trx reduziert, das aktive 
Selenzentrum von TrxR aber gleichzeitig oxidiert wird. TXNIP dagegen fungiert als 
endogener Trx Inhibitor, indem es reduziertes Trx bindet und ein gemischtes Disulfid 
bildet. Der inhibitorische Effekt von TXNIP auf Trx konnte bereits in vielen Zelltypen in 
vitro bestätigt werden [137-139], jedoch nicht ausnahmslos bei in vivo Experimenten 
[140, 141]. Eine Übersicht hinsichtlich der Aufgaben des Thioredoxinsystems ist in 



















Abbildung 1.7: Schematische Darstellung der unterschiedlichen regulatorischen  Aufgaben des 
Thioredoxinsystems 
Die Fähigkeit von Trx mit anderen katalytisch aktiven Thiolen zu interagieren (Abb. 
1.8) und diese in Folge von Oxidation durch Sauerstoff- und Stickstoffradikale wieder 
zu reduzieren, zeigt die besondere und wichtige Bedeutung des Thioredoxinsystems 
für die Zelle zum Schutz vor oxidativen Stress [142].  
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Neben antioxidativen Eigenschaften zeigt das Thioredoxinsystem ein weitrechendes 
Funktionsspektrum auf (Abb. 1.7). TrxR und Trx wirken beispielsweise bei der DNA 
Synthese als Elektronendonor und dadurch als Kofaktor zur Deoxyribonukleotidsyn-
these, die für die DNA Synthese und Zellproliferation essentiell ist [143]. Gleichzeitig 
spielt es bei der Stimulation der zellulären Angiogenese eine wichtige Rolle. Studien 
haben dabei gezeigt, dass die Transfektion verschiedener Zelllinien, darunter 
humane MCF-7 Brustkrebszellen und HT29 Darmkrebszellen sowie WEH17.2 
Lymphomzellen aus der Maus, mit humanen Thioredoxin einen signifikanten Anstieg 
des VEGF („Vascular endothelial growth factor“) zur Folge hatte [130]. Der 
Thioredoxin induzierte Anstieg der VEGF Expression wurde außerdem mit einer 
gesteigerten Tumorangiogenese in Zusammenhang gebracht, so dass Trx auch mit 
der Entstehung von Krebs assoziiert ist [130]. In diesem Zusammenhang konnte 
auch gezeigt werden, dass die Exposition mit Trx das Wachstum von Lymphozyten, 
Fibroblasten und einer Vielzahl von Leukämie- und stabilen Tumorzelllinien förderte 
[144, 145], während eine inaktive Trx Mutante (Cys32, 35 -> Ser32, 35) keinen Einfluss 
auf das Wachstum zeigte. Der Mechanismus des wachstumsfördernden Effekts von 
Abbildung 1.8: Wechselwirkung katalytisch aktiver Thiolgruppen von Trx mit oxidierten 
Proteinen [2] 
Katalytisch aktives (reduziertes) Trx interagiert mit oxidierten Proteinen, indem es durch Elektronen-
transfer deren Disulfidbücke aufbricht und eine eigene Disulfidbrücke mit dem Protein ausbildet (1). Im 
zweiten Schritt erfolgt ein weiterer Elektronentransfer, der zur vollständigen Oxidation des Trx und zur 
Ausbildung einer intramolekularen Disulfidbrücke führt, während beide Thiolgruppen des 
Interaktionspartners vollständig reduziert vorliegen (2). Durch die kovalente Bindung an das katalytisch 
aktiven Selenzentrum von TrxR (3) erfolgt abschließend die Reduktion von Trx in den katalytisch 
aktiven Zustand und die Oxidation von TrxR (4).  
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Trx ist zwar weiterhin unklar, scheint aber in Zusammenhang mit einer gesteigerten 
Produktion von Zytokinen (IL-1, IL-2, TNFα) zu stehen [144].  
 
Weitere Aufgaben des Thioredoxinsystems sind in der Stimulation von Transkrip-
tionsfaktoren und der Interaktion mit anderen Proteinen zu finden. Trx erhöht unter 
anderem die Affinität einiger Transkriptionsfaktoren zur DNA und steigert damit die 
Expression verschiedener Gene. Bekannte, durch Trx aktivierte Transkriptions-
faktoren sind AP-1, AP-2, NF-κB sowie nukleäre Rezeptoren und der Estrogen-
Rezeptor [146]. Am Beispiel von NF-κB erfolgt die Aktivierung durch die Reduktion 
des Cysteins an der Position 62 der p50 Untereinheit, welche eine anschließende 
Bindung an die DNA erlaubt und dadurch die Genexpression beeinflusst [147].  
 
Durch die Fähigkeit, zelluläre Proteine zu binden, ist Trx in der Lage, deren bio-
logische Aktivität zu modulieren bzw. Signalwege zu regulieren. Neben NF-κB bindet 
Trx auch ASK1 („Apoptosis signal-regulating kinase 1“; s. Abb. 1.7), verschiedene 
Isoformen von Protein kinase C und p40 Phagozyt-Oxidase. ASK1 ist als Aktivator 
des JNK und p38/MAPK Signalweges charakterisiert und ist essentiell für die TNFα-
vermittelte Apoptose [148]. Durch die Bindung von Trx an die N-terminale Domäne 
von ASK1 wird diese inhibiert, so dass die ASK1-vermittelte Apoptose blockiert wird. 
Unter Bedingungen von oxidativen Stress führt die Akkumulation von ROS zur 
Oxidation von Trx, so dass die Interaktion mit ASK1 aufgehoben wird und Apoptose 
bzw. die Aktivierung der JNK und p38/MAPK Signalwege vermittelt wird [149]. 
Letztendlich zeigt das Thioredoxinsystem ein vielseitiges Spektrum zum Schutz und 
der Aufrechterhaltung des Redox-Status der Zelle auf, wird allerdings immer häufiger 
mit der Entstehung und Entwicklung von Krebs in Verbindung gebracht.  
 
Mögliche Gründe für die gesteigerte Trx Expression können durch die Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren erklärt werden. Krebszellen sind in der Lage, sich an das 
hypoxische Milieu in der Mikroumgebung des Tumors anzupassen [150]. Die sauer-
stoffarme Umgebung führt zur Expression von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, 
unter anderem HIF1α, einem Molekül, welches an der Entwicklung von Krebsphäno-
typen involviert ist, indem es die Expression von VEGF zur Unterstützung der 
Angiogenese, Transportern des Metabolismus (z.B. GLUT-Transporter, Hexokinase) 
und Genen zur Aktivierung der Proliferation induziert [150, 151]. Dabei konnte 
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gezeigt werden, dass eine gesteigerte Trx Expression mit der von HIF1α korreliert, 
dies gilt sowohl unter Hypoxie als auch Normoxie [130]. Die Expression von HIF1α 
steht im Verdacht Tumoren durch Expression von glykolytischen Enzymen wie 
Hexokinase einen Überlebensvorteil durch metabolische Adaption in Form einer 
gesteigerten Glykolyse als Primärenergiequelle zu gewähren [151, 152]. Eine Korrel-
ation der HIF1α Expression mit der Expression von Hexokinase sowie deren 
Kolokalisation mit nekrotischen, sauerstoffarmen Tumorgewebe erhärten diesen Ver-
dacht. Anhand der gezeigten Beispiele scheint klar, dass Thioredoxin neben der 
protektiven Aufgabe auch eine entscheidende Rolle bei der Karzinogenese spielt und 
gilt daher nach wie vor als wichtiger Angriffspunkt für Therapeutika in aggressiv 
wachsenden Tumoren. 
 
Peroxiredoxine gehören, ebenfalls wie Thioredoxin und Glutathion, zu den 
essentiellen Proteinen, die zur Aufrechterhaltung der Redox Homöostase innerhalb 
der Zelle unabdingbar sind. Sie besitzen eine Thioredoxinperoxidase Aktivität und 
spielen eine wichtige Rolle zum Schutz gegen oxidativen Stress, Altern und Krebs 
[153, 154]. Studien haben gezeigt, dass Mitglieder der Peroxiredoxinfamilie als 
sogenannte Auffangmoleküle („Scavenger“) hinsichtlich ROS wirken, dabei selbst 
oxidiert und von Trx im Rahmen des Recyclingprozesses wieder reduziert werden. 













Peroxiredoxine stellen damit ein funktional wichtiges Substrat von Trx dar und 
können infolge von oxidativen Stress hyperoxidiert werden, so dass eine Interaktion 
Abbildung 1.9: Schematische Darstellung der Wechselwirkung zwischen Trx und Prx  
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mit Trx nicht mehr möglich ist und das Peroxiredoxinsystem vom Thioredoxinsystem 
entkoppelt wird. Infolgedessen konzentriert sich die Hauptaufgabe von Trx in der 
Reparatur durch Oxidation beschädigter Proteine [155-157]. 
 
1.5 Zelluläre Degradationsprozesse 
Die Gesamtmenge an Proteinen innerhalb einer Zelle wird nicht allein durch die 
Synthese, sondern auch durch deren Degradation reguliert. Die Lebensdauer von 
Proteinen kann dabei, abhängig von ihrer Funktion, von einigen Sekunden bis hin zu 
mehreren Tagen und Wochen stark variieren. Sowohl die rasche Synthese als auch 
die Degradation spielen für die Zellregulation eine enorm wichtige Rolle, vor allem 
um rasch auf sich ändernde Umweltbedingungen und äußere Stimuli reagieren zu 
können. Viele rasch degradierte und kurzlebige Proteine spielen eine übergeordnete 
Rolle in der Signalübertragung und fungieren als regulatorische Moleküle, wie z.B 
Transkriptionsfaktoren. Gleichzeitig werden fehlerhafte oder beschädigte Proteine er-
kannt und infolge der fehlerbehafteten Synthese unmittelbar degradiert. Bedingungen 
von oxidativen Stress resultieren in der Oxidation und Schädigung von Proteinen. 
Durch antioxidative Schutzmechanismen erfolgen unter Bedingungen von mildem 
oxidativen Stress die Reduktion und damit die Reparatur geschädigter Proteine. 
Übersteigt die Schädigung von Proteinen infolge der ROS Akkumulation, wie sie z.B. 
in der Tumorgenese auftritt, die Kapazität antioxidativ wirkender Schutzmechanismen 
zur Proteinreparatur, werden Mechanismen aktiviert, die zur Degradation beschä-
digter Proteine oder Zellbestandteile führen [158, 159]. In eukaryotischen Zellen ver-
mitteln zwei Prozesse, Autophagie (lysosomale Proteolyse) und Ubiquitin-vermittelte 
proteasomale Degradation, den Abbau von Makromolekülen.  
 
1.5.1 Autophagie 
Autophagie beschreibt einen hochgradig konservierten zellulären Degradationsmech-
anismus, bei dem zytosolische Produkte oder beschädigte Organellen in aus einer 
Lipiddoppelmembran bestehende Autophagosomen transloziert und anschließend 
durch Fusion mit dem Lysosomen entweder recycelt oder degradiert werden. Dieser 
Prozess spielt eine wichtige Rolle in der Homöostase einer Zelle und schützt sie 
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gleichzeitig vor Stress, indem schädigende oder beschädigte Makromoleküle entfernt 
werden. Autophagie spielt daher eine kritische Rolle während der zellulären Ent-
wicklung und Differenzierung und übernimmt außerdem wichtige Funktionen wäh-
rend der Tumorsuppression [151]. Autophagie tritt ubiquitär in allen eukaryotischen 
Zellen auf [160] und degradiert nicht nur langlebige Proteine und beschädigte 
Organellen, sondern wird auch als zelluläre Antwort auf diverse Stressstimuli wie 
Nährstoffmangel, Hitze oder oxidativer Stress aktiviert [161]. Es konnte z.B. gezeigt 
werden, dass oxidativer Stress und die Akkumulation von ROS für die 
Autophagosomenbildung und damit für den reibungslosen Ablauf der Autophagie 
verantwortlich sein können, indem essentielle Proteine (Atg4) oxidiert und inaktiviert 
werden [162]. Atg4 scheint das bisher einzige redox-sensitive Protein innerhalb der 
Autophagie zu sein und steht daher im Verdacht von katalytischen Proteinen wie Trx 
reduziert und aktiviert zu werden. Gleichzeitig interagiert Trx mit Proteinen wie ASK1 
und PTEN, welche maßgeblich an der Aktivierung essentieller Signalwege zur 
Induktion von Autophagie (PI3K/AKT) [163] und zur Reifung und Fusion von 
Autophagosomen mit den Lysosomen (p38 MAPK) [164, 165] beteiligt sind. Eine 
weitere Aufgabe spielt Autophagie im Prozess der adaptiven Immunantwort und der 
Eliminierung von invasiven Pathogenen wie Viren, Bakterien oder Parasiten [166]. 
Autophagie spiegelt einen streng kontrollierten und essentiellen zellulären Prozess 
wider und ist daher in Folge von Fehlregulationen mit einer Vielzahl von Krankheiten 
wie Krebs und neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder 
Chorea Huntington assoziiert [167-169]. In eukaryotischen Zellen lässt sich Auto-
phagie in drei unterschiedliche Typen unterteilen, dazu gehören Makro- und Mikro-
autophagie sowie Chaperon-vermittelte Autophagie (Abb. 1.10), wobei sich letztere 
mechanistisch von den beiden anderen unterscheidet [170, 171]. Makro- und 
Mikroautophagie implizieren dynamische Membranbewegungen und Neu-Anord-
nungen, um große Makromoleküle wie beschädigte Organellen zu verschlingen. 
Während dies bei der Mikroautophagie direkt an der Oberfläche des Lysosomens 
durch Ausstülpung der Membran geschieht, werden zu degradierende Makromo-
leküle bei der Makroautophagie komplett von Vesikeln umschlungen. Diese soge-
nannten Autophagosomen fusionieren nach dem Transport zum Lysosomen mit 
diesem, so dass der Inhalt des Autophagosomes ins Lysosomen übergeben wird. Die 
Chaperon-vermittelte Autophagie unterliegt dem direkten Transport von löslichen und 
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ungefalteten Proteinen in das Lysosomen und ist daher unabhängig von der 










Abbildung 1.10: Grundlegende molekulare Mechanismen der Autophagie in Eukaryoten 
Autophagie lässt sich in drei Typen unterteilen; Makro- und Mikroautophagie sowie Chaperon-
vermittelte Autophagie. Während Makro- und Mikroautophagie über die Neuanordnung von Lipidmem-
branen im Zytoplasma oder direkt am Lysosomen verläuft, erfolgt Chaperon-vermittelte Autophagie 
über direkten Transport des zu degradierenden Makromoleküls zum Lysosomen. 
Quelle:https://www.mdcberlin.de/10987285/en/research/research_teams/proteomics_and_molecular_
mechanisms_of_neurod egenerative_diseases/research/research2, letzter Zugriff: 26.03.2014 
Für die zielgerichtete Regulation der Autophagie wurden bisher 31 ATG („Autophagy-
related genes“) identifiziert, die hinsichtlich ihrer Aufgaben in verschiedene Klassen 
unterteilt wurden [167, 173]. Dabei sind die bisher bekannten ATG Gene mit der In-
duktion der Autophagie, der Bildung, Reifung und dem Beladen der Autophagosomen 
sowie der Fusion mit dem Lysosomen und der Vesikelentleerung verknüpft [167]. 
Studien in höheren Eukaryoten wie Würmern, Insekten, Pflanzen, Hefe und Säugern 
haben gezeigt, dass der molekulare Mechanismus der Autophagie und deren Gene 
nahezu identisch ist [174]. Schlussendlich beschreibt Autophagie einen streng re-
gulierten zellulären Mechanismus zur Degradation beschädigter und langlebiger 
Proteine, wobei sowohl eine defizitäre als auch exzessive Induktion der Autophagie 
letal [175, 176] ist und damit eine enorme Bedeutung für das Überleben der Zelle 
bedingt.  
 
1.5.2 Ubiquitin-vermittelte, proteasomale Proteindegradation 
Der Ubiquitin-Proteasom Signalweg stellt in allen Geweben den vorrangigen Degra-
dationsweg intrazellulärer Proteine dar [177]. Beim Proteasom handelt es sich um 
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einen Multienzymkomplex, der sich in Eukaryoten aus einer 20S und zwei 19S 
Einheiten zusammensetzt, ein Gesamtmolekulargewicht von ca. 1700 kDa aufweist 
und sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus lokalisiert ist. Das Proteasom zählt 
zu den Peptidasen, deren Aufgabe in der Degradation kurz- und langlebiger Proteine 
sowie in der Qualitätskontrolle prozessierter Proteine besteht. Die 20S Untereinheit 
weist die Struktur eines hohlen Zylinders auf und ist aus jeweils sieben α (α1- α7) 
und β (β1- β7) Einheiten aufgebaut, die insgesamt vier Ringe bilden, wobei die β-Ein-
heiten die beiden inneren und die α-Einheiten die äußeren Ringe bilden. Die 20S 
Untereinheit fungiert als multikatalytische Protease, wobei die β-Ringe katalytische 
Aktivität aufweisen und zwischen Kaspase-ähnlicher (Spaltung nach sauren Amino-
säuren), Trypsin-ähnlicher (Spaltung nach basischen Aminosäuren) und Chymotryp-
sin-ähnlicher (Spaltung nach hydrophoben Aminosäuren) Aktivität unterschieden 
wird. Die äußeren α-Ringe koordinieren die Substraterkennung und den Substrat-
zugang, da nur entfaltete Proteine die 20S Untereinheit passieren können. Die 19S 
Untereinheit, welche bei Prokaryoten nicht vorhanden ist, wirken als Deckel über der 
20S Untereinheit und sind aus RPN und RPT Proteinen aufgebaut, Während RPN 
Proteine Ubiquitin-markierte Makromoleküle erkennen und binden, hydrolisieren RPT 
Proteine ATP zur Energiegewinnung, da proteasomale Degradation einen ATP-
abhängigen Prozess darstellt. Metabolische Enzyme, Transkriptionsfaktoren, Cycline 
und CDK-Inhibitoren stellen dabei Substrate des Proteasoms dar [178-182]. Eine 
schematische Darstellung der proteasomalen Proteindegradation ist Abb. 1.11 zu 
entnehmen. 
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Neben der Autophagie gehört auch der proteasomale Degradationsweg zu den 
redox-regulierten Recyclingprozessen der Zelle. Es konnte gezeigt werden, dass der 
Redox Status des 20S Proteasoms eine wichtige Rolle hinsichtlich der Chymotrypsin 
Aktivität spielt und auch durch Trx reguliert wird. Eine Oxidation des Proteasoms 
minderte die Aktivität erheblich, während die Zugabe von reduziertem Trx diese 
annähernd auf das Ausgangsniveau der Kontrollsituation anhob [184]. Diese neuen 
Erkenntnisse zeigen, dass sowohl Autophagie als auch proteasomale Degradation 
durch ROS induziert werden können und gleichzeitig redox-sensitive Prozesse sind. 
Darum sollte ein möglicher Link zwischen antioxidativen Systemen, wie beispielswei-
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1.6 Zielsetzung der Arbeit  
Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Relevanz von Redox-Systemen, speziell die 
des Thioredoxinsystems, im Mammakarzinom zu untersuchen. Antioxidative Systeme 
liegen bei vielen Krebsarten fehlreguliert vor und liefern einen Beitrag zur Tumorpro-
gression. Daher sind sie als neue Angriffspunkte für Therapeutika zunehmend in den 
Fokus gerückt.  
 
Es sollte daher in einem ersten Schritt ein Datensatz von Patienten mit nodal-
negativem Mammakarzinom untersucht werden, der unter Verwendung eines Affyme-
trix Gene Arrays generiert wurde. Dabei wurden insgesamt n=788 Patienten, besteh-
end aus den drei Kohorten Mainz, Rotterdam und Transbig, betrachtet. Das Ziel be-
stand darin, redox-assoziierte Gene bei HER2-Rezeptor positiven Brustkrebspatien-
ten zu identifizieren, die hoch- bzw. herunterreguliert sind und zudem prognostischen 
Einfluss im Mammakarzinom besitzen. Der HER2-Rezeptor wird in etwa 25-30% aller 
Brustkrebspatienten überexprimiert und spielt daher eine wesentliche Rolle bei der 
Regulation von Genen und der Tumorprogression. Ein besonderes Augenmerk sollte 
dabei auf die Mitglieder des antioxidativ wirkenden Thioredoxinsystems gerichtet 
werden, da die Kontrolle von oxidativen Stress in Tumoren von enormer Bedeutung 
ist. 
 
Im zweiten Schritt sollte die Relevanz der veränderten antioxidativen Systeme in 
Brustkrebspatienten unter Verwendung der MCF-7/NeuT Mammakarzinomzelllinie 
untersucht werden. Dieses Konstrukt erlaubt die induzierbare Expression einer onko-
genen Variante des HER2-Rezeptors, welche als NeuT beschrieben ist. Vor diesem 
Hintergrund sollte der Redox Status der Zellen charakterisiert werden. Ziel war es, 
den Gesamtlevel an oxidativen Stress sowie dessen Einfluss auf Mitglieder des Thio-
redoxinsystems zu untersuchen. Gleichzeitig sollte ein möglicher Link zwischen der 
Veränderung des Redox Status der Zelle und dessen Einfluss auf zelluläre Degrada-
tionsprozesse wie Autophagie geknüpft werden. Außerdem sollte mittels Genknock-
out Experimenten versucht werden, einen Beitrag zur mechanistischen Aufklärung 
fehlregulierter Mitglieder des Thioredoxinsystems zu liefern.  
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material  
2.1.1 Chemikalien 
2.1.1.1 Allgemeine Laborchemikalien 
(3-[3-Cholamidopropyl)-dimethyl-ammonio]-1-propansulfonat) Sigma 
1,9-Pyrazoloanthrone        Sigma 
2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-on  Sigma 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure  Sigma 
2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-1(4H)-benzopyran-4-on hydrochlorid Sigma 
Albumin         Carl Roth 
Ammoniumpersulfat       Carl Roth 
Arsentrioxid         Sigma 
Bafilomycin         Sigma 
Bromphenolblau        Merck 
Dimethysulfoxid        Sigma 
Dithiothreitol         Sigma 
DMEM, High Glucose, Kulturmedium     PAN Biotech 
Doxyzyklin         Sigma 
DTNB (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoesäure)    Sigma 
Ethanol         Capitol Scientific 
Ethylendiamintetraessigsäure      Carl Roth 
Fetal calf serum        PAN Biotech 
Fetal calf serum, tetrazyklinfrei      PAN Biotech 
Gentamycin         Invitrogen 
Glycerin         Carl Roth 
Glycin          Carl Roth 
Guanidinhydrochlorid       Carl Roth 
Insulin         Sigma 
Iodessigsäure        Sigma 
Isopropanol         Capitol Scientific 
Kaliumchlorid        Carl Roth 
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Kaliumdihydrogenphosphat       Carl Roth 
Katalase         Sigma 
Lipofectamine RNAiMAX Reagenz     Invitrogen  
Magnesiumchlorid         Carl Roth 
MEM NEAA (100x)        Invitrogen 
Methanol         Capitol Scientific 
Natriumchlorid        Carl Roth 
Natriumflourid        Carl Roth 
Natriumhydrogenphosphat       Carl Roth 
Natriumhydroxid        Carl Roth 
Natriumlaurylsulfat        Carl Roth 
Natriumorthovanadat       Carl Roth 
Natriumpyruvat        Sigma 
N-Ethylmaleinimid        Sigma 
OptiMem (1x)        Life Technologies 
Penicilin/Streptomycin       PAN Biotech 
Rotenon         Sigma 
Succrose         Sigma 
Tetramethylethylendiamin       Carl Roth 
trans-1-(4-Hydroxycyclohexyl)-4-(4-fluorophenyl)-5- 
(2-methoxypyridimidin-4-yl)imidazol     Sigma   
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan     Sigma 
Triton X-100         Carl Roth 
Trypsin/EDTA (1x)        PAN Biotech 
Tween20         Sigma 
Wasserstoffperoxid 30%       Carl Roth 
Zinkchlorid         Carl Roth 
 
2.1.1.2 Kits 
Pierce BCA Assay Kit       Thermo Scientific 
Thioredoxin Reduktase Assay Kit     Abcam 
TBARS Assay Kit        Cayman Chemical 
InnuPREP RNA Mini Kit       Analytik Jena 
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High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit    Life Technologies 
Chemicon 20S Proteasom Aktivitäts Assay Kit    Millipore 
 
2.1.1.3 Antikörper 
Tabelle 2.1: Parameter zur Antikörperdetektion für Western Blot  
Primär 
Antikörper 
Inkubation Verdünnung Sekundär 
Antikörper 
Inkubation Verdünnung 
α-Tubulin 4°C ü/N 1:500 in 5% 
BSA 
Mouse RT, 60 min 1:5000 in 5% BSA 
β-Aktin RT, 30 min 1:5000 in 5% 
BSA 
Mouse RT, 20 min 1:5000 in 5% BSA 
LC3-II 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p38 MAPK 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p44/42 MAPK 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
AKT 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
Peroxiredoxin 1 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
Peroxiredoxin 2 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
Peroxiredoxin 3 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Mouse RT, 60 min 1:5000 in 5% BSA 
PeroxiredoxinSO
3 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-p38 MAPK 
(Thr180/Tyr182) 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-p44/42 MAPK 
(Thr202/Tyr204) 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-AKT (Ser473) 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-SAPK/JNK 
(Thr183/Tyr185) 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
Trx 4°C ü/N 1:500 in 5% 
BSA 
Goat RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
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TrxR 4°C ü/N 1:500 in 5% 
BSA 
Goat RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
TXNIP/VDUP-1 4°C ü/N 1:500 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-ERK5 
(Thr218/Tyr220) 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
ERK5 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
p-MEK1/2 
(Thr286) 
4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
MEK1/2 4°C ü/N 1:1000 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
Neu 4°C ü/N 1:500 in 5% 
BSA 
Rabbit RT, 60 min 1:1000 in 5% BSA 
 
2.1.1.3.1 Primärantikörper 
α-Tubulin     (sc-8035)   Santa Cruz 
β-Aktin     (A5316)   Sigma Aldrich 
LC3-II      (2775)    Cell Signaling  
p38 MAPK     (9212)   Cell Signaling 
p-44/42 MAPK    (4695)   Cell Signaling 
AKT      (9272)   Cell Signaling  
Peroxiredoxin 1    (8499)   Cell Signaling 
Peroxiredoxin 2    (ab59539)   Abcam 
Peroxiredoxin 3    (sc-130336)   Santa Cruz 
PeroxiredoxinSO3    (ab16830)   Abcam 
p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182)  (9215)   Cell Signaling 
p-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204)  (4377)   Cell Signaling 
p-AKT (Ser473)    (9271)   Cell Signaling 
p-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185)  (4668)   Cell Signaling 
Trx      (ATRX-03)   IMCO 
TrxR      (sc-31056)   Santa Cruz 
TXNIP/VDUP-1    (403700)   Invitrogen 
p-ERK5 (Thr218/Tyr220)   (3371)   Cell Signaling 
ERK5      (3372)   Cell Signaling 
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p-MEK1/2 (Thr286)    (9127)   Cell Signaling 
MEK1/2     (9122)   Cell Signaling 
Neu      (sc-284)   Santa Cruz 
 
2.1.1.3.2 Sekundärantikörper   
Anti-Rabbit IgG1, HRP-linked   (7074)  Cell signaling 
Anti-Mouse IgG1, HRP-linked   (7076)  Cell Signaling 
Rabbit Anti-Goat IgG, HRP-linked  (sc-2020)  Santa Cruz 
 
2.1.1.4 Primer + Probes 
β–Aktin    (QT01680476)   Qiagen 
TBP     (QT00000721)   Qiagen 
NeuT     (QT00193466)   Qiagen 
Thioredoxin 1   (Hs00828652_m1)   Life Technologies 
Thioredoxin Reduktase 1  (Hs00917067_m1)   Life Technologies 
TXNIP    (Hs00197750_m1)   Life Technologies 
UBC     (Hs00824723_m1)   Life Technologies 
MAPK1    (Hs01046830_m1)   Life Technologies 
MAPK3    (Hs00946872_m1)   Life Technologies 
MAP2K1    (Hs01548810_m1)   Life Technologies 
MAP2K2    (Hs00360961_m1)   Life Technologies 
 
2.1.1.5 Silencer Select siRNA 
Thioredoxin 1 A   (S1)     Life Technologies 
Thioredoxin 1 B   (S2)     Life Technologies 
Thioredoxin 1 C   (S3)     Life Technologies 
Thioredoxin Reduktase 1  A (S755)    Life Technologies 
Thioredoxin Reduktase 1  B (S756)    Life Technologies 
Thioredoxin Reduktase 1  C (S757)    Life Technologies 
MAPK1 A    (S11137)     Life Technologies 
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MAPK1 B    (S11138)     Life Technologies 
MAPK3 A    (S11141)     Life Technologies 
MAPK3 B    (S230179)     Life Technologies 
MAP2K1 A    (S11169)     Life Technologies 
MAP2K1 B    (S11167)     Life Technologies 
MAP2K2 A    (S11170)     Life Technologies 
MAP2K2 B    (S11171)     Life Technologies 
Negative Kontrolle 1 A  (No 1)     Life Technologies 
Negative Kontrolle 2 B  (No 2)     Life Technologies 
β–Aktin Positivkontrolle  (12935-141)    Life Technologies 
 
2.1.1.6 Inhibitoren 
PD98059         Sigma Aldrich 
SB202190         Sigma Aldrich 
SP600125         Sigma Aldrich 
LY294002         Sigma Aldrich 
BIX02189         Santa Cruz 
U0126         Sigma Aldrich 
Lapatinib          GlaxoSmithKline 
 
2.1.2 Verbrauchsmaterialien  
Poly Screen PVDF Transfer Membran      NEN LifeScience 
Eppendorf Gefäße    0,5 mL, 1,5 mL, 2,0 mL Eppendorf 
Reaktionsgefäße    Falcon 15mL, 50 mL Sarstedt 
Serum Pipetten    5 mL, 10 mL, 25 mL Sarstedt 
Kultivierungsplatten    6-Well, 12-Well, 24-Well Sarstedt 
Zellkultivierungsflaschen   25 cm², 75 cm², 175 cm² Sarstedt 
NuPAGE®  4-12% Bis Tris Gel 1,5 mm     Life Technologies 
Mini-PROTEAN® TGX Precast Gele 4-20%   BioRad  
Zellschaber          Sarstedt 
Illustra MicroSpin G-25 Columns      GE Healthcare 
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Hank´s Balanced Salt Solution (HBBS)     Life Technologies 
MagicMark™ XP Western Standard      Invitrogen 
NuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x)    Life Technologies 
PhosphataseInhibitor Cocktail 2      Sigma  
Precision Plus Protein™ Dual Color Standard    BioRad 
Protease Inhibitor Cocktail       Sigma 
Roti-Blot Anode+Kathode       Carl Roth 
Rotiphorese Gel30        Carl Roth 
Western Lightning Chemiluminescense ReagentPlus   Perkin Elmer  
Nativer Probenpuffer       BioRad 
Neutralrot 0,33%        Sigma Aldrich 
       
2.1.3.2 Selbst hergestellte Lösungen 
Lösung        Zusammensetzung 
Sammelgelpuffer      0,47 M Tris 
            in H2O dest.  
        pH 6,7 mit HCl  
Trenngelpuffer             3 M Tris 
        in H2O dest. 
        pH 8,8 mit HCl  
SDS-Lösung       10% (w/v) SDS 
        in H2O dest.   
APS-Lösung       10% (w/v) APS 
        in H2O dest.   
Probenpuffer (5-fach)     2,25 mL 1 M Tris-HCl pH 6,8 
        5 mL Glycerin 
        0,5 g SDS 
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        2,5 mL 1 M DTT  
        1 Spatelspitze Bromphenolblau 
Laufpuffer (5-fach)      15 g Tris 
        144 g Glycin 
        50 mL 10% SDS-Lösung 
        ad 1000 mL H2O dest.  
Anodenpuffer      10% (v/v) Roti® Blot A 
        70% (v/v) H2O dest. 
        20% (v/v) Methanol  
Kathodenpuffer      10% (v/v) Roti® Blot B 
        70% (v/v) H2O dest. 
        20% (v/v) Methanol  
 
 
Lösung       Zusammensetzung  
PBS (10-fach)      2 g KCl 
        2 g KH2PO4 
        9,2 Na2HPO4 
        80 g NaCl 
        ad 1000 mL H2O dest. 
        pH 7,4 einstellen 
TBS (10-fach)      12 g Tris 
        53 g NaCl 
        ad 1000 mL H2O dest. 
        pH 7,4 einstellen 
TBS-T       250 mL TBS (10-fach) 
        2,5 mL Tween20 
        ad 2250 mL H2O dest. 
Blocklösung        5% (w/v) BSA 
        in TBS-T 
Hypertonischer Lysepuffer     40 mM HEPES 
        3 mM MgCl2 
        20 mM KCl 
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        2 mM EDTA 
        0,5% (v/v) Proteaseinhibitor 
         am Versuchstag frisch zusetzen 1% (v/v) 100 mM PMSF 
        1% (v/v) Phosphataseinhibitor  
        1% (v/v) 100 mM DTT 
Isotonischer Succrosepuffer    250 mM Succrose   
        6 mM MgCl2 
        10 mM Tris-HCl, pH 7,4 
        0,5% Triton X-100  
High Salt Puffer      40 mM HEPES 
        3 mM MgCl2 
        520 mM KCl 
        20% Glycerol 
NP-40 Stamm-Lösung     10% (w/v) NP-40 
        in H2O dest.   
RIPA-Puffer       1% NP-40 
                               150 mM NaCl 
                 20 mM Tris-HCl pH 7,4 
                           1 mM EDTA 
                      10 mM NaF 
                    1 mM Na3VO4 
        1 mM MgCl2 
       1 mM ZnCl2 
       10% Glycerin 
       am Versuchstag frisch zusetzen 1 mM DTT 
         1 mM Proteaseinhibitor Cocktail 
HEPES-Puffer      50 mM HEPES pH 7,5 
        150 mM NaCl 
        5 mM EDTA 
        1% Triton-X-100 
Guanidin-HCl Lyse Puffer     6 mM Guanidinhydrochlorid
        3  mM EDTA 
        50 mM Tris-HCl 
        0,5% Triton X-100 
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        am Versuchstag frisch zusetzen 50 mM Iodessigsäure 
        pH 8,3 einstellen   
Nativer Laufpuffer (10-fach)    60 g Tris 
        288 g Glycin 
        ad 2000 mL H2O dest. 
Peroxiredoxin-Lysepuffer     40 mM HEPES pH 7,4 
        50 mM NaCl 
        100 mM N-Ethylmaleinimid
        1 mM EDTA  
        1 mM EGTA 
        1 mM PMSF 
        10 µg/mL Katalase  
Stripping Puffer       15 g Glycin 
        1 g SDS 
        10 mL Tween20  
        pH 2,2 einstellen 
 
2.1.4 Zusammensetzung der Gele 
Gel     Zusammensetzung 
Sammelgel    9,7 mL H2O dest. 
   2,0 mL Rotiphorese Gel 30 
   1,7 mL Sammelgelpuffer 
   135 µL 10%-ige SDS-Lösung 
   10 µL TEMED 
   200 µL 10%-ige APS Lösung 
10%-iges Trenngel   12,8 mL H2O dest. 
   10,56 mL Rotiphorese Gel 30 
   8 mL Trenngelpuffer 
   320 µL 10%-ige SDS-Lösung 
   12,8 µL TEMED 
   320 µL 10%-ige APS Lösung 
12%-iges Trenngel   10,56 mL H2O dest. 
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   12,8 mL Rotiphorese Gel 30 
   8 mL Trenngelpuffer 
   320 µL 10%-ige SDS-Lösung 
   12,8 µL TEMED 
   320 µL 10%-ige APS Lösung 
14,5%-iges Trenngel  12,8 mL H2O dest. 
   19,2 mL Rotiphorese Gel 30 
   8 mL Trenngelpuffer 
   320 µL 10%-ige SDS-Lösung 
   12,8 µL TEMED 
   320 µL 10%-ige APS Lösung 
Natives Sammelgel   4,72 mL H2O dest. 
   2 mL Rotiphorese Gel 30 
   2 mL Trenngelpuffer 
   10 µL TEMED 
   180 µL 10%-ige APS Lösung 
           Natives 15%-iges Trenngel 6,16 mL H2O dest. 
      8 mL Rotiphorese Gel 30 
      1,6 mL Trenngelpuffer 
      10 µL TEMED 
      120 µL 10%-ige APS Lösung 
 
2.1.5 Geräte 
Inkubator        Binder 
Laminar Flow Sterilbank   HeraSafe   KS12 Thermo Scientific 
Wasserbad    GFL 1086  Haeberle 
Fluoreszenzmikroskop  Eclipse TS100 Nikon 
Plate Reader   Infinite M2 Pro Tecan 
Tiefkühlschrank (-80°C)  HFU 686 Basic Heraeus 
Fast Real Time PCR   7500   Life Technologies 
Casy Cell Counter   Model DT  Schärfe System 
Thermocycler   T3000   Biometra 
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Vortexer    MS2   IKA 
Heizblock    HTM130  HCL 
NanoDrop    ND2000  Thermo Scientific 
pH Meter    CG 842  Schott 
pH Elektrode    blueline 14pH Schott 
Schüttler    KS260  IKA 
Waage    ABS   Kern 
     EW3000-2M  Kern 
Gelelektrophorese-Apparatur    BioRad 
        GE Healthcare 
Netzgerät     Power Pack P25 T  Biometra 
Blot-Apparatur   FastBlot B44  Biometra 
Imager-System   Fusion FX7  Vilber Lourmat 
Pipetten    ResearchPlus Eppendorf 
Magnet-Heizrührer   RCT Basic  IKA 
Zentrifuge    MiniSpin Plus Eppendorf 
     Centrifuge 5418 R Eppendorf 
     Megafuge 1.0R Heraeus 
 
2.1.6 Zellen 
2.1.6.1 MCF-7 Zelllinie 
Die in dieser Arbeit verwendete epitheliale Mammakarzinomzelllinie MCF-7 wurde 
aus einer 69-jährigen kaukasischen Frau isoliert und eignet sich aufgrund ihrer 
bereits sehr guten Charakterisierung besonders für die Krebsforschung. Durch ihre 
Eigenschaft, nur ein sehr moderates Level an endogenem Estrogenrezeptor ErbB2 
zu exprimieren, unterscheidet sich die MCF-7 Zelllinie stark von anderen Mamma-
karzinomzelllinien, welche häufig durch eine Überexpression des Estrogen-Rezep-
tors charakterisiert sind [185]. 
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2.1.6.2 MCF-7/NeuT TetOn Zellsystem 
Da in dieser Arbeit das Hauptaugenmerk auf der Untersuchung und Analyse der 
Überexpression des ERBB2 Rezeptors liegt, wurde zusätzlich eine Zelllinie generiert, 
die eine konditional-induzierbare Expression einer ERBB2-Rezeptor Variante (NeuT) 
erlaubt. Der als Ausgangmaterial verwendete pBI-EGFP Vektor der Firma Clontech 
verfügt über einen bidirektionalen CMV-Minimalpromotor, in dem ein „Tetrazyklin 
responsive Element“ (TRE) integriert ist, welches aus sieben Kopien der 42 bp 
Tetrazyklin-Operator (TeTO)-Sequenz besteht (Abb. 2.1). In Anwesenheit von 
Tetrazyklin oder einem Derivat (z.B. Doxyzyklin) bindet ein reverser Tetrazyklin-
abhängiger Transaktivator (rtTA) an das Tetratyklin responsive Element (TRE) und 
initiiert dadurch die Transkription des entsprechenden Zielgens, welches als cDNA in 
das Plasmid eingebracht wurde. Durch die Verwendung eines bidirektionalen 
Promotors erfolgt neben der eigentlichen Expression des Zielgens eine Ko-
Expression eines Induktionsmarkers, dem fluoreszierenden „enhanced green 
fluorescent protein“ (EGFP), welches eine fluoreszenzmikroskopische Kontrolle über 
die Effektivität der Genexpression erlaubt. In der vorliegenden Arbeit wurde das 
Ratten-Protoonkogen NeuT, welches durch eine Punktmutation in der 
Transmembrandomäne des NeuT-Rezeptors charakterisiert und dadurch konstitutiv 
aktiv ist, als cDNA in das Plasmid eingebracht. Dieser Umstand liefert eine erhebliche 
Erleichterung zur Erforschung der ERBB2 Signaltransduktionswege und wurde daher 
schon vielfach für Studien der onkogenen ERBB2 Signaltransduktion sowohl in vitro 
als auch in vivo eingesetzt [186], [187], [188].  
Abbildung 2.1: MCF-7 Transfektionskonstrukte 
   A: Expressionsplasmid pcDNA3Neo/rtTA; 
   B: Expressionsplasmid pINSpBI-EGFP/NeuT aus [86] 
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2.2 Methoden 
2.2.1 In vitro Experimente 
2.2.1.1 MCF-7 Zellen 
Parentale MCF-7 Zellen wurden in erster Linie als Kontrollzellen eingesetzt, in der 
viele Versuche und Methoden unter physiologischen, stressfreien Bedingungen 
etabliert und durchgeführt wurden. 
 
2.2.1.2 MCF-7/NeuT Zellen  
Die MCF-7/NeuT Zelllinie wurde für in vitro Experimente eingesetzt, um einerseits die 
mit Hilfe des Affymetrix Gene Array generierten Daten zu validieren und andererseits 
einen Zusammenhang zwischen diesen Daten und der Überexpression des ERBB2-
Rezeptors zu untersuchen. Infolge der Doxyzyklin induzierten Überexpression des 
ERBB2-Rezeptors wurden zusätzlich Versuche durchgeführt, um den Zustand der 
Zellen infolge der Onkogentransformation zu charakterisieren. Dazu wurden der 




2.2.2.1 Kultivierung von Säugerzellen 
Alle durchgeführten Zellkulturarbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen. Für die 
Kultivierung adhärent wachsender Zellen wurden beschichtete Zellkulturplatten (6-
Well und 24-Well) und Zellkulturflaschen (25, 75 und 175 cm²) eingesetzt. Das 
verwendete DMEM Kulturmedium für die MCF-7/NeuT Zelllinie wurde vor Gebrauch 
mit tetrazyklinfreiem FCS (10% (v/v)) und Penicillin/Streptomycin-Lösung (1% (v/v)) 
supplementiert und bei 4°C gelagert. DMEM Kulturmedium für die parentale Zelllinie 
wurde zusätzlich durch Insulin (0,1% (v/v)), Gentamycin (0,1% (v/v)), Natriumpyruvat 
(1% (v/v)) und MEM-Lösung (0,1% (v/v)) ergänzt. Die adhärent wachsenden MCF-7 
Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und wasserdampfgesättigter 
Atmosphäre in Kulturflaschen bzw. Kulturplatten kultiviert. Für die Umsetzung und 
Vermehrung der Zellen wurden alle benötigten Lösungen auf 37°C temperiert.  
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2.2.2.2 Subkultivierung von Säugerzellen 
Sobald die Zellen in den unterschiedlichen Kultivierungsgefäßen eine Konfluenz von 
70-80% erreicht hatten, wurden diese zur weiteren Vermehrung passagiert oder 
anderweitig weiter verarbeitet. Dazu wurde der Zellkulturüberstand entfernt und die 
Zellen mit einigen mL sterilem PBS gewaschen. Nach Zugabe von ca. 1-4 mL 
Trypsin/EDTA-Lösung (je nach Größe des Kultivierungsgefäßes) und anschließender 
kurzer Inkubationszeit bei 37°C wurden einige mL DMEM hinzugegeben, um Trypsin 
zu inaktivieren. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen 
suspensiert und anschließend (je nach Versuchsaufbau) 1/2 bis 1/10 auf weitere 
Kultivierungsgefäße mit frischem Medium verteilt. 
 
2.2.2.3 Zellzahlbestimmung 
Vor jedem neuen Zellkulturexperiment wurde mit Hilfe des Casy Cell Counters die 
Zellzahl ermittelt. Dazu wurden 100 µL der Zellsuspension in 10 mL Casyton Lösung 
gegeben und anschließend vom Gerät vermessen.  
 
2.2.3 RNA Analytik 
2.2.3.1 RNA-Isolation 
Die RNA Isolation erfolgte mit dem InnuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena) und 
erlaubte eine maximale Zellzahl von 5x106 Zellen. Diese wurden wie in Kapitel 
2.2.2.2 beschrieben trypsinisiert, allerdings mit dem Unterschied, dass keine weitere 
Ausplattierung der Zellen, sondern ein Zentrifugationsschritt (700 x g, 5 min) erfolgte. 
Der Überstand wurde entfernt, 400 µL Lysepuffer zum Zellpellet gegeben und für 3 
min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Suspension wurde auf ein spezielles 
Zentrifugationsröhrchen (blau) geladen, welches im Anschluss daran bei 12000 rpm 
für 2 min zentrifugiert wurde und dadurch zur Abtrennung der unerwünschten 
genomischen DNA führte. Das Eluat wurde mit einer äquivalenten Menge an 70%-
igen Ethanol versetzt, gemischt und auf ein weiteres Zentrifugationsröhrchen (rosa), 
welches die Bindung von RNA erlaubt, geladen und abermals bei 12000 rpm für 2 
min zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die Säule mit 450 µL Waschpuffer 
(HS) beladen und für 1 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Nachdem das Eluat 
  Material und Methoden
 
- 45 - 
 
abermals verworfen wurde, erfolgte ein letzter Waschschritt mit 750 µL Waschpuffer 
(LS) bei identischen Zentrifugationsbedingungen. Um Flüssigkeitsreste vollständig zu 
entfernen, wurden die Zentrifugationsröhrchen für weitere 3 min bei 12000 rpm 
zentrifugiert, bevor die Säule in einem abschließenden Schritt mit 50 µL RNAse-
freiem Wasser beladen und für 1 min bei 8000 rpm zentrifugiert wurde. Die eluierte 
RNA wurde entweder bei -80°C gelagert oder für Genexpressionsstudien direkt 
weiter verarbeitet.  
 
2.2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung und cDNA Synthese 
Die Bestimmung der Konzentration und Reinheit der isolierten RNA erfolgte mit 
einem Spektrophotometer des Typs ND-2000 von Nanodrop (Thermo Scientific). Zur 
Messung wurden 1,2 µL der isolierten RNA auf den Messfuß des Gerätes gegeben 
und vermessen. Neben der RNA Konzentration erlaubte der Quotient der Absorption 
von 260 und 280 nm, der bei ungefähr 2,0 liegen sollte, eine Aussage über die 
Qualität und Reinheit der gewonnenen RNA. Zur weiteren Qualitätskontrolle wird die 
RNA-Lösung direkt vom Messfuß des Spektrophotometers in den Laufpuffer des 
Agarosegels gegeben und anschließend visuell die Qualität der RNA kontrolliert. Das 
Agarosegel sollte zwei voneinander scharf getrennte Banden aufweisen (18S- und 
28S-Bande). Eine Degradation der RNA würde sich in Form von verwaschenen 
Laufspuren widerspiegeln. Die genannten Schritte der Qualitätssicherung sind von 
enormer Bedeutung, da die isolierte RNA für die cDNA Synthese eingesetzt wird und 
eine Qualitätskontrolle zu weiteren Zeitpunkten nicht mehr möglich ist. Zur weiteren 
Analytik mittels realtime-PCR wurde die RNA in einzelsträngige cDNA 
umgeschrieben. Dieser Schritt erfolgte mit dem „High Capacity cDNA Reverse 
Transkription Kit“ der Firma Life Technologies. Nach dem Zusammenführen der 
einzelnen Komponenten auf Eis, bestehend aus RNAse-freiem Wasser, dNTPs, 
Reaktionspuffer, Primern und dem Enzym Reverse Transkriptase sowie der isolierten 
RNA, wurde das anschließend aufgeführte PCR-Programm ausgeführt: 
1.) 10 Minuten bei 25°C (Enzymaktivierung) 
2.) 120 min bei 37°C (cDNA Synthese) 
3.) 5 min bei 85°C (Enzyminaktivierung) 
4.) 4°C zur Stabilisierung der Proben (bis zur Probenentnahme)  
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Durch nur einen einzigen Syntheseschritt und dem damit verhinderten Aufschmelzen 
der PCR-Produkte wurde sichergestellt, dass die eingesetzte RNA (1-2 µg pro 
Reaktion) 1:1 in cDNA umgeschrieben wird. Dies ist von enormer Bedeutung, da der 
Gehalt nach der Umschreibung nicht mehr bestimmt werden kann. Abschließend wird 
die cDNA 1:50 mit DEPC Wasser verdünnt, so dass sich eine Konzentration von 2 
ng/µL einstellt.  
 
2.2.3.3 Affymetrix Gene Array  
Der Gene Array wurde durchgeführt, um Änderungen der Genexpression von MCF-
7/NeuT Zellen nach Anschalten der ERBB2 Expression durch Doxyzyklin zu unter-
suchen. Dazu wurde RNA, wie in Kapitel 2.2.3.1 zu unterschiedlichen Zeitpunkten 
nach Anschalten der ERBB2 Expression isoliert und die Konzentration unter Ver-
wendung des Spektrophotometer des Typs ND-2000 von Nanodrop (Thermo 
Scientific) (Kapitel 2.2.3.2) bestimmt. Diese Schritte wurden in unserem Labor 
durchgeführt, anschließend wurden die Proben an die Zentrale Gene Array Facility 
(Universität Leipzig) übergeben, welche die weiteren Schritte anhand des Affymetrix 
Protokolls (www.affymetrix.com) übernahmen. Zunächst wurden die Proben in cDNA 
umgeschrieben und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. Zum Hybridi-
sieren wurden sowohl die cDNA als auch der Mikrochip auf Raumtemperatur 
äquilibriert. Der Hybridisierungsmix wurde für 5 Minuten bei 99°C erhitzt In der 
Zwischenzeit wurde der Chip mit Hybridisierungspuffer befeuchtet. Der befeuchtete 
Chip wurde anschließend rotierend für 10 Minuten bei 45°C inkubiert. Der 
Hybridisierungsmix wurde nach dem Erhitzen auf 45°C heruntergekühlt und für 
weitere 5 Minuten inkubiert. Danach wurde für 5 Minuten mittels Tischzentrifuge bei 
maximaler Umdrehung zentrifugiert. Der Chip wurde geleert und im Anschluss daran 
mit dem zentrifugierten Hybridisierungsmix gefüllt und für einen Gesamtzeitraum von 
16 Stunden bei 45°C und 60 rpm im Hybridisierungsofen inkubiert. Nach der 
Inkubation erfolgten mehrere Waschschritte. Im Anschluss daran wurde mittels 
Streptavidin/Phycoerythrin gefärbt. Nach einem abschließenden Waschschritt wurde 
der Chip in einem Scanner ausgelesen und die Daten ausgewertet. Diese Versuche 
wurden am Institut für Biochemie und im Interdisziplinären Zentrum für klinische 
Forschung (IZKF) an der Universität Leipzig durchgeführt. Bei den in dieser Arbeit 
verwendeten Mikrochips handelte es sich einerseits um den Affymetrix Gene Array 
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HG-U133A zur Untersuchung des Genexpressionsmusters von Brustkrebspatienten 
und andererseits um den Affymetrix Gene Array HG-U133A Plus 2 zur Analyse des 
veränderten Expressionsmusters in MCF-7/NeuT Zellen nach Anschalten der ERBB2 
Expression. Die Rohdaten wurden anschließend mittels MAS 5.0 (TGT 500) norma-
lisiert. Die transformierten log2-Werte wurden anschließend in Abhängigkeit der Zeit 
graphisch aufgetragen. Positive Werte beschreiben eine gesteigerte Expression, 
während Werte <0 eine Verminderung der Genexpression aufzeigen.  
 
2.2.3.4 Quantitative real time PCR 
Die quantitative real time PCR stellt eine Methode zur Vervielfältigung mit 
gleichzeitiger Quantifizierung der gewonnenen Menge an Nukleinsäuren dar und 
basiert auf dem Prinzip einer herkömmlichen PCR-Methode, welche durch das 
Auftrennen des DNA Doppelstranges, dem Anlagern spezifischer Primer und der 
Elongation durch das thermostabile Enzym Taq-Polymerase charakterisiert ist. Der 
Unterschied zur herkömmlichen PCR besteht in der eigentlichen Quantifizierung, 
welche bei der real time PCR in Form von Fluoreszenzmessungen erfolgt, dessen 
Intensität mit der Menge des entstehenden DNA Produkts korreliert. Die in dieser 
Arbeit durchgeführten Expressionsstudien basieren auf der Methode von TaqMan®-
Sonden. Das Prinzip dieser beruht darauf, dass es neben den genspezifischen 
Primern auch eine mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Reporter) und einem Quencher 
gekoppelte Sonde gibt, die im Bereich zwischen den Primern bindet. Durch die 
räumliche Nähe zwischen Fluorophor und Quencher wird die Fluoreszenz zunächst 
unterdrückt. Die verwendete DNA-Polymerase besitzt jedoch außerdem eine 5’-
Exonuklease-Aktivität, so dass die Sonde bei jedem Elongationsschritt abgebaut wird 
und Fluorophor und Quencher räumlich voneinander getrennt werden, so dass es mit 
einer zunehmenden Anzahl an PCR Zyklen zum Anstieg der Fluoreszenzintensität 
kommt. Die Signalstärke korreliert dabei mit der Menge des gebildeten Produktes. 
Das Funktionsprinzip der TaqMan®-Sonden ist schematisch in Abbildung 2.2 
dargestellt. 
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Abbildung 2.2: Schematischer Ablauf der qRT-PCR  
Das Funktionsprinzip der TaqMan
®
 Sonden beruht auf  
der 5´-Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase unter  
Verwendung eines Fluorophors und eines Quenchers. 
Quelle: www.lifetechnologies.com, letzter Zugriff: 20.04.2014 
 
Um die in Kapitel 2.2.3.2 hergestellte cDNA zu vermessen, wurde das Protokoll der 
Firma Life Technologies angewendet. Dazu wurden pro Reaktion folgende Kompo-
nenten in den aufgeführten Mengen zusammengefügt: 
 1,25 µL TaqMan® Genexpressions-Assay (genspezifisch) 
 12,5 µL TaqMan® Universal Mastermix 
 6,25 µL RNAse-freies Wasser 
 5 µL cDNA (Gesamtmenge: 10 ng) 
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Für die real time PCR wurde folgendes Standard Thermocycler Programm verwen-
det: 
 2 Minute bei 50°C  (UNG-Inkubation, entfernt Produkte aus vorherigen    
     PCRs) 
 10 Minuten bei 95°C  (Aktivierung der DNA-Polymerase) 
 15 Sekunden bei 95°C  (Denaturierung des DNA Doppelstranges) 
 1 Minute bei 60°C   (Primeranlagerung und Elongation) 
Die DNA Denaturierung, die daran anschließende Anlagerung der genspezifischen 
Primer sowie die Strangsynthese (Elongation) bilden die eigentlichen Schritte der 
PCR, die insgesamt 40 Mal (Zyklen) wiederholt wurden.   
 
Die Grundlage für die Auswertung der mittels qRT-PCR generierten Ergebnisse bildet 
die 2-ΔΔcT Methode. Der ermittelte cT-Wert stellt den Zyklus dar, bei dem die 
Fluoreszenzintensität des exprimierten Gens das Hintergrundrauschen durchbricht. 
Je höher der cT-Wert ist, desto schwächer wird das entsprechende Gen exprimiert, je 
niedriger der cT-Wert desto stärker ist die Genexpression. Dabei stellt ein um den 
Wert 1 verminderter cT-Wert eine um den Faktor 2 erhöhte Expression dar. Die 2-ΔΔcT 
Methode erlaubt nur eine relative Quantifizierung, so dass alle ermittelten cT-Werte 
zu einer bestimmten Versuchsbedingung in Relation gesetzt werden müssen. Die cT-
Werte dieser Bedingung werden als Kalibrator bezeichnet. Zusätzlich muss zu dem 
gemessenen Gen immer eine endogene Kontrolle („House keeping gene“) mitgeführt 
werden, deren cT-Werte unter allen Bedingungen konstant bleiben. Auf diese cT-
Werte werden schließlich alle ermittelten cT-Werte des untersuchten Gens bezogen. 
In dieser Arbeit wurde das Gen UBC (Ubiquitin C) als endogene Kontrolle verwendet. 
Zur Auswertung nach der 2-ΔΔcT Methode wurden daher die cT-Werte der endogenen 
Kontrolle (cTEK), des Kalibrators (cTKal) und der Versuchsbedingung (cTGen) 
herangezogen. Zunächst wurde der ΔcT-Wert berechnet, welcher sich aus der 
Differenz der cT-Werte der endogenen Kontrolle und den cT-Werten aller Proben 
inklusive des Kalibrators ergab. 
 
ΔcT = (cTKal/Gen) - (cTEK) (1) 
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Der zweite Schritt beinhaltet die Berechnung des ΔΔcT-Wertes, der sich aus der 
Differenz der ΔcT-Werte der Versuchsbedingung und des Kalibrators errechnete. 
 
ΔΔcT = (ΔcTGen) - (ΔcTKal) (2) 
 
Im letzten Schritt wurde für die errechneten cT-Werte die Formel 2-ΔΔcT angewendet, 
so dass sich für die Kalibrator-Proben ein Wert von 1 ergab. Errechnete sich für die 
untersuchten Proben ein Wert größer 1, so bedeutet das eine erhöhte Genex-
pression in Bezug auf die Kontrollbedingung (Kalibrator). Werte, die zwischen 0 und 
1 lagen, zeigten eine herunterregulierte Genexpression auf.  
 
2.2.4 Proteinanalytik 
2.2.4.1 Präparation der Protein Proben (Gesamtzelllysat) 
Zuerst wurde der Überstand des Kultivierungsgefäßes vollständig entfernt, an-
schließend wurde zweimal kurz mit eiskaltem 1x PBS gewaschen. Zur Zelllyse er-
folgte die Zugabe von 0,1 – 0,5 mL (je nach Kultivierungsgefäß) RIPA-Puffer (inkl. 
Phosphatase– und Proteaseinhibitoren), gefolgt von einer kurzen Inkubationszeit auf 
Eis. Die Zellen wurden anschließend mit einem Zellschaber vom Boden abgeschabt 
und in ein vorgekühltes 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt. Durch die folgende 
Zentrifugation (13000 rpm, 4°C, 10 min) konnten die Proteine (Überstand) von den 
festen Zellbestandteilen abgetrennt werden. Die Überstände wurden abschließend in 
neue Reaktionsgefäße pipettiert und der BCA-Proteinbestimmung unterzogen. Bis 
zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung der Zelllysate bei -20°C.  
 
2.2.4.2 Präparation redox-sensitiver Protein Proben [189] 
Die kultivierten Zellen wurden, nachdem das Kulturmedium vollständig entfernt 
wurde, dreimal mit eiskaltem 1x PBS gewaschen. Anschließend erfolgte die Zugabe 
von 0,1 mL G-Lysepuffer (+50 mM IAA, pH 8,3). Nach kurzer Einwirkzeit wurden die 
Zellen mittels Zellschaber vom Boden des Kultivierungsgefäßes abgeschabt und in 
ein 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt. Das zähflüssige Lysat wurde durch mehr-
maliges Auf- und Abpipettieren vollständig resuspendiert und für 30 min bei 37°C und 
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Lichtausschluss inkubiert. Nach erfolgter Inkubationszeit wurden die Zelllysate auf G-
25 Mikrospin-Säulen (GE Healthcare) geladen, welche im Anschluss für 2 min bei 
12000 rpm zentrifugiert wurden. Das Eluat, welches die gewünschten Proteine 
enthielt, wurde in ein neues 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt und bis zur weiteren 
Verwendung bei -20°C gelagert. Durch die Derivatisierung (IAA) der Thiolgruppen 
von Proteinen mit hohem Cysteingehalt lässt sich der Redoxstatus dieser genau 
bestimmen, indem mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese zwischen einer oxi-
dierten und reduzierten Proteinbande unterschieden werden kann. Freie Thiogruppen 
(reduziert) werden durch IAA alkyliert und erhalten durch das verwendete Reagenz 
eine zusätzliche negative Ladung, was sich bei der Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
in einer gesteigerten Wanderungsgeschwindigkeit niederschlägt. Oxidierte Thiole 
dagegen bleiben von IAA unberührt und wandern daher langsamer als reduzierte 
Proben. Zur Kontrolle wurden zusätzlich zu den untersuchten Proben eine vollständig 
oxidierte sowie reduzierte Positivkontrolle generiert. Dazu wurden für 30 min ent-
weder 5 mM DTT (Reduktion) oder 5 mM Wasserstoffperoxid (Oxidation) zum Kultur-
medium gegeben. Die Präparation erfolgte unter exakt den zuvor beschriebenen Be-
dingungen.  
 
2.2.4.3 Proteinbestimmung mittels BCA-Test 
Mit Hilfe der BCA-Methode wurde die Proteinkonzentration in den jeweiligen Proben 
bestimmt. Die Methode basiert darauf, dass Proteine mit Cu2+-Ionen in alkalischer 
Lösung in einer Biuret-Reaktion einen Komplex bilden. Innerhalb des Komplexes 
werden die Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen reduziert, welche mit Bicinchoninsäure (BCA) 
einen intensiven violetten Farbkomplex bilden. Mit Hilfe eines Spektrophotometers 
(ND-2000, Nanodrop) wird die Absorption des Farbkomplexes bei 562 nm gemessen. 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration der zu untersuchenden Proben musste 
zunächst eine Kalibriergerade generiert werden. Dazu wurde eine BSA-Stamm-
Lösung (2 mg/mL) in verschiedene Konzentrationen (0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1 
mg/mL) mit Wasser verdünnt. Von der jeweiligen Konzentration wurden 5 µL in ein 
1,5 mL Eppendorf-Gefäß vorgelegt und mit 100 µL BCA-Lösung (49 Teile Reagenz A 
+ 1 Teil Reagenz B) aufgefüllt, so dass sich ein Gesamtvolumen von 105 µL ergab. 
Die Proben wurden im Anschluss daran für 30 min bei 60°C unter ständigem 
Schütteln im Heizblock inkubiert, bevor sie abschließend am Spektrophotometer 
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vermessen wurden. Alle in der Zellkultur generierten Proteinlysate wurden vor der 
Messung 1:10 mit 1x PBS verdünnt, so dass die Proteinkonzentration im linearen 
Bereich der Kalibriergeraden von 0 bis 1 mL/mg lag.  
 
2.2.4.4 Proteinfällung mittels Methanol/Chloroform [190] 
In einigen Fällen war die Proteinausbeute zu gering, um sie direkt auf ein 
Polyacrylamidgel zu laden, so dass das gewonnene Proteinlysat zunächst aufkon-
zentriert werden musste. Dazu wurde das notwendige Volumen für 60 µg Gesamt-
protein der Proteinlösung in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt und bis zu einem 
Gesamtvolumen von 300 µL mit 1x PBS aufgefüllt. Zusätzlich wurden 600 µL 
Methanol zugegeben und gut vermischt. Außerdem erfolgte die Zugabe von jeweils 
200 µL Chloroform und destilliertem Wasser. Die zweiphasige Suspension wurde 
zunächst für 1 min auf dem Vortexer gemischt und danach für 5 min bei 12000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig entnommen ohne dabei das 
Proteinpellet in der Interphase zu berühren. Nach Zugabe von 1 mL Methanol wurde 
die Lösung abermals für 1 min auf dem Vortexer gemischt und für weitere 5 min bei 
12000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen ohne dabei das 
Proteinpellet zu berühren. Das restliche Methanol wurde entfernt, indem die Eppen-
dorf-Gefäße mit geöffnetem Deckel für wenige Sekunden bei 60°C im Heizblock 
inkubiert wurden. Zuletzt wurde das Pellet mit 25 µL Probenpuffer aufgenommen, 
resuspendiert und für die anschließende Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet 
oder bei -20°C gelagert.  
 
2.2.4.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese beschreibt ein Verfahren zur Auftrennung von 
Proteinen, bei der elektrisch geladene Teilchen in einem flüssigen homogenen 
Medium wandern und nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dies wird 
durch die Verwendung des Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) ermöglicht, 
welches als negative Ladung an die Proteine bindet, so dass deren Eigenladung 
überdeckt wird und alle Proteine ein gleiches Masse/Ladungsverhältnis aufweisen. 
Dies führt dazu, dass die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld nur noch 
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vom jeweiligen Molekulargewicht abhängt. Die Bindung der lipophilen Kette des SDS 
an hydrophobe bzw. lipophile Seitenketten der Proteine bewirkt den Verlust der 
Tertiär- bzw. Quartärstruktur, so dass die Protein/SDS-Komplexe eine gestreckte 
Form annehmen und dadurch die Gelmatrix passieren können. Die Auftrennung 
erfolgt in einer Gelmatrix, die durch das Mischen und dem anschließenden 
Polymerisieren der Komponenten Acrylamid (N,N-Methylenbisacrylamid), TEMED 
und dem Radikalstarter APS hergestellt wird. Die SDS-PAGE setzt sich aus einem 
5%-igen Sammelgel (pH 6,8) und einem zwischen 8 und 17,5%-igen Trenngel (pH 
8,8) zusammen, wobei es bei der Wahl des geeigneten Trenngels auf das 
Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins ankommt. Für sehr kleine 
Proteine (10-40 kDa) werden 14-17,5%-ige Trenngele verwendet, während für große 
Proteine (70-100 kDa) 8%-ige Trenngele notwendig sind. Nach dem vollständigen 
Polymerisieren des Gels wurden die vorbereiteten Proben mittels Kapillarspitzen in 
die jeweiligen Geltaschen pipettiert, nachdem sie mit 5x Probenpuffer für 10 min bei 
95°C zur Denaturierung der Proteine inkubiert wurden. In der Regel wurden für die 
SDS-PAGE zwischen 30 und 60 µg Gesamtprotein verwendet und auf die Gelmatrix 
aufgetragen. Um bei der Auswertung die zu untersuchenden Proteine anhand ihres 
Molekulargewichts identifizieren zu können wurde zusätzlich ein Proteingrößen-
standard aufgetragen. Für das Durchlaufen des Sammelgels wurde pro Gel eine 
Stromstärke von 20 mA eingestellt, welche auf 30 mA pro Gel erhöht wurde, 
nachdem die Proben das Trenngel erreicht haben. Die SDS-PAGE wurde beendet 
wenn der Probenpuffer das komplette Trenngel durchlaufen hat. Bei der nativen 
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde bis auf wenige Abweichungen 
genauso verfahren wie bei der beschriebenen Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
(SDS-PAGE). Unterschiede ergeben sich lediglich in der Zusammensetzung der 
Gele, welche kein SDS enthielten, um ein Denaturieren der Proteine zu verhindern. 
Diesbezüglich wurde auch ein nativer Probenpuffer ohne DTT-Zusatz verwendet, auf 
eine Inkubation der Proben bei 95°C wurde ebenfalls verzichtet. 
 
2.2.4.6 Western Blot  
Nach dem Beenden der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine auf 
eine PVDF-Membran elektrophoretisch transferiert. Dazu wurde ausschließlich das 
Semi-Dry-Blot Verfahren [191] unter Verwendung der Blot Apparatur der Firma 
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Biometra benutzt. Vor dem eigentlichen Transfer wurden Sammel- und Trenngel 
vorsichtig voneinander getrennt, wobei das Trenngel anschließend für einige Minuten 
im Kathodenpuffer äquilibriert wurde. Währenddessen wurden insgesamt 16 
Whatman-Papiere und eine PVDF-Membran auf die Größe des Gels zugeschnitten, 
wobei 4 Whatman-Papiere im Kathodenpuffer und 12 im Anodenpuffer äquilibriert 
wurden. Die Membran wurde zunächst durch Zugabe einiger mL Methanol aktiviert, 
dies bewirkte eine erhöhte Bindungseffizienz der Proteine, bevor sie ebenfalls im 
Anodenpuffer äquilibriert wurde. Anschließend wurden die einzelnen Komponenten 


















   Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau des Western Blots 
   Quelle: www.medizin.uni-greifswald.de; letzter Zugriff: 19.12.2012 
 
Durch das abschließende Walzen des Western Blot „Sandwiches“ wurden Luftein-
schlüsse beseitigt. Der Transfer erfolgte bei 5 mA/cm² Gel und je nach Größe des zu 
untersuchenden Proteins zwischen 25 und 40 min, wobei größere Proteine mehr Zeit 
für den Transfer benötigten. Nach Beendigung des Transfers wurde die Membran 
kurz mit destilliertem Wasser gewaschen und für 1-2 min mit Ponceau S inkubiert 
und kurz mit T-BST gewaschen, um einen vorläufigen und einheitlichen Transfer-
erfolg zu überprüfen, da ausschließlich Proteinbanden rot angefärbt wurden. Durch 
weiteres Waschen mit TBS/Tween 20 (TBS-T) wurde die Membran wieder entfärbt 
und anschließend mit einer 5%-igen BSA/TBS-T Lösung für eine Stunde bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler geblockt. Dieser Schritt verhinderte unspe-
zifische Wechselwirkungen zwischen den verwendeten Antikörpern und der PVDF-
Membran. Die anschließende Inkubation mit dem Primärantikörper variierte je nach 
Hersteller und ist Tabelle 2.1 zu entnehmen. Die Membran wurde danach 3x für 
4 Filter Kathodenpuffer 
PVDF-Membran 
12 Filter Anodenpuffer 
Gel 
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jeweils 10 min mit TBS-T gewaschen, bevor sie für eine Stunde mit dem jeweiligen 
Sekundärantikörper bei Raumtemperatur auf dem Schüttler inkubiert wurde. Nach 
wiederholten Waschschritten mit TBS-T (3x für je 10 min) erfolgte die Detektion 
mittels ECL-System (Perkin Elmer). Die Substratlösungen (Enhanced Luminol und 
Oxidizing Reagent) wurden zu gleichen Teilen auf die Membran gegeben. Nach 
kurzer Inkubationszeit wurde die Membran mittels Imager-System der Firma Vilber 
Lourmat belichtet und ausgewertet.   
 
2.2.4.7 Absorptions-basierter Aktivitätsassay mit Protein Proben aus Gesamtzelllysat  
Grundsätzlich gibt es unterschiedliche Möglichkeiten wie Proteine in der Zelle re-
guliert werden können. Die Genexpression, welche in Transkription und Translation 
gegliedert ist, stellt einen wesentlichen Regulationspunkt für Proteine dar. Dies allein 
ermöglicht allerdings keine genaue Aussage über die eigentliche Aktivität eines 
Proteins, da eine erhöhte Genexpression und der damit verbundene Anstieg der Ge-
samtmenge des Proteins nicht automatisch mit einer gesteigerten Aktivität korreliert. 
Aus diesem Grund stellt die Messung der Proteinaktivität einen wichtigen Bestandteil 
der Analyse dar, um Aussagen bezüglich gesteigerter oder verminderter Genex-
pression qualitativ bewerten zu können. Der in dieser Arbeit angewendete 
kolorimetrische Aktivitätsassay, welcher auf der Grundlage einer enzymatischen 
Umsetzung zu einem farbigen Produkt basiert, gliederte sich in die Schritte der 
Probenvorbereitung, der Erstellung einer Standardkurve, der Präparation des 
Reaktionsgemisches sowie der abschließen Absorptionsmessung.  
 
Dazu wurde zunächst das Gesamtzelllysat (s. Kapitel 2.2.4.1) unter Verwendung des 
im Assay Kit inkludierten Assay-Puffers zur Zelllyse hergestellt und die Proteinkon-
zentration vermessen. Gleichzeitig wurde eine Standardkurve mit dem farbigen Pro-
dukt der enzymatischen Reaktion (TNB; 2-nitro-5-thiobenzoat) hergestellt. Die 
Lösungen mit den Konzentrationen von 0, 10, 20, 30, 40 und 50 nM wurden an-
schließend vermessen, wobei die gemessene Absorption (412 nm) gegen die 
jeweilige Konzentration graphisch aufgetragen wurde. Für die Vermessung der zu 
untersuchenden Proben wurde pro Reaktion (100 µL) folgender Versuchsansatz 
vorbereitet: 
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Tabelle 2.2: Probenzusammensetzung zur Messung der TrxR Aktivität  




Puffer Blank 30 µL 8 µL 2 µL - - 60 l 100 µL 
Lysat Blank - - - x µL - 100-x 
µL 
100 µL 
Probe A 30 µL 8 µL 2 µL x µL - 60-x µL 100 µL 
Probe B 30 µL 8 µL 2 µL x µL 10 µL 50-x µL 100 µL 
 
Dabei stellten DTNB (5,5′-Dithiobis(2-nitrobenzoesäure) und NADPH wichtige Kom-
ponenten für die Enzymreaktion dar. NADPH ist ein notwendiger Kofaktor, DTNB 
stellt das Enzymsubstrat dar. Der verwendete Inhibitor ist enzymspezifisch und dient 
zur Bestimmung der Hintergrundaktivität bei gleichzeitiger Inhibition des zu unter-
suchenden Proteins. Schematisch lässt sich die Reaktion wie folgt beschreiben:  
                DTNB + NADPH + H+                   2 TNB + NADP+ 
Die Messung der spezifischen Proteinaktivität beinhaltete zwei Schritte. Zum einen 
wurde die Gesamtabsorption der Probe (A) und damit von allen Proteinen, die sich 
im Zelllysat befinden und in der Lage sind DTNB zu TNB umzusetzen, gemessen. Im 
zweiten Schritt erfolgte die Zugabe des spezifischen Inhibitors, so dass nur noch die 
Absorption aller Proteine im Gesamtzelllysat außer der des zu untersuchenden 
Proteins gemessen wurde (Probe B). Durch die Differenz der Absorptionen von 
Probe (A) und Probe (B) ließ sich letztendlich die gesuchte spezifische Protein-
aktivität errechnen. Bei der experimentellen Durchführung wurde stets darauf ge-
achtet, dass zuerst die Lösung aus Reaktionspuffer, Zelllysat, Inhibitor und NADPH 
vorbereitet, gemischt und anschließend auf die verwendete 96-Well Platte vorgelegt 
wurden. Die Zugabe von DTNB als Reaktionsstarter erfolgte zum Schluss, um den 
Zeitraum zwischen Reaktions- und Messbeginn zu minimieren. Anschließend wurde 
die Absorption bei 412 nm mittels Plate Reader (Firma Tecan) für einen Gesamtzeit-
raum von 15 min und einem kinetischen Messintervall von 1 min gemessen. Um die 
Funktionalität des Assays zu überprüfen wurden zusätzlich Lösungen von 
rekombinantem Protein mit definierter Aktivität hergestellt. Die Proteinaktivität betrug 
dabei 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 und 2,0 mU. Die erhaltenen Absorptionswerte wurden gegen 
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2.2.4.8 Fluoreszenz-basierter Aktivitätsassay mit Protein Proben aus Gesamtzell-
lysat 
Das Ubiquitin-abhängige proteasomale System ist eines der Hauptmechanismen zur 
Degradation von Proteinen im Zytosol einer eukaryotischen Zelle. Es katalysiert den 
selektiven Abbau kurzlebiger regulatorischer oder beschädigter Proteine [192]. Der 
proteasomale Multienzymkomplex lässt sich dabei in zwei funktionale Einheiten 
unterteilen (Abb. 2.4). Zum einen reguliert das Ubiquitin- und ATP-abhängige 26S 
Proteasom (1700 kDa), welches sich durch Assoziation der 20S Kerneinheit (700 
kDa) und zwei 19S regulatorischen Einheiten (700 kDa) zusammensetzt, den Abbau 
langlebiger und Ubiquitin-markierter Proteine. Die 19S Einheiten sitzen bei 
Eukaryoten als Deckel auf der 20S Einheit und regulieren den Zugang sowie das 
Entfalten markierter Proteine zum 20S Komplex. Zum anderen katalysiert die 20S 
Kerneinheit die Degradation von Schlüsselproteinen, die an zellulären Prozessen wie 
Apoptose, DNA-Reparatur, Endozytose und Zellzykluskontrolle beteiligt sind [193, 
194]. Die 20S Einheit besitzt die Form eines hohlen Zylinders, welcher durch 
verschiedene α und β Ringe aufgebaut ist und unterschiedliche proteolytische 












    
 
      Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau des proteasomalen Multienzymkomplexes [195] 
 
Zur Herstellung des Gesamtzelllysates wurden die Zellen zweimal mit 5 mL eiskaltem 
PBS gewaschen, der Überstand wurde verworfen. Nach abermaliger PBS Zugabe 
erfolgte das Abschaben der Zellen mittels Zellschaber und das Überführen in ein 15 
mL Falcon Röhrchen. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 1000 rpm bei Raumtemp-
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eratur wurde der Überstand entfernt und das verbleibende Zellpellet in 500 µL 
Lysapuffer (HEPES-Puffer) aufgenommen und resuspendiert. Es folgte eine 30-
minütige Inkubation auf Eis, wobei die Falcon Röhrchen in Abständen von 10 
Minuten gevortext wurden. Nach erfolgter Inkubationszeit wurde die Suspension in 
ein 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt und für 15 min bei 4°C und 15000 rpm zen-
trifugiert. Der Überstand wurde erneut in ein Eppendorf-Gefäß überführt und die 
Proteinkonzentration ermittelt, während das Zellpellet verworfen wurde. Gleichzeitig 
wurde eine Standardkurve mit dem fluoreszierenden Produkt der enzymatischen 
Reaktion (AMC; 7-amino-4-methyl-cumarin) hergestellt. Die Lösungen mit den Kon-
zentrationen von 0, 0,04, 0,12, 1,08, 3,24, 9,72 und 29,16 µM wurden anschließend 
vermessen (Exitation: 380 nm), wobei die gemessene Fluoreszenzemission 
(Emissionswellenlänge: 460 nm) gegen die jeweilige Konzentration graphisch 
aufgetragen wurde. Für die Vermessung der zu untersuchenden Proben wurde pro 
Reaktion folgender Versuchsansatz vorbereitet: 
        Tabelle 2.3: Probenzusammensetzung zur Messung der Proteasom Aktivität 
 10x Assay 
Puffer 




Puffer Blank 10 µL 10 µL - - 80 µL 100 µL 
Lysat Blank - - x µL - 100-x 
µL 
100 µL 
Probe A 10 µL 10 µL x µL - 80-x µL 100 µL 
Probe B 10 µL 10 µL x µL 10 µL 70-x µL  100 µL 
 
Das in diesem Aktivitätsassay verwendete Substrat N-Succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC 
ist ein aus vier Aminosäuren bestehendes kurzes Peptid, an das der Fluoreszenz-
farbstoff AMC gekoppelt ist. Das Prinzip des Assays basiert auf der proteolytischen 
Abspaltung des Fluorophors AMC, wodurch die Fluoreszenz induziert und gemessen 
wird. Zur spezifischen Ermittlung der proteolytischen Aktivität wird zunächst die Ge-
samtaktivität des Zelllysates gemessen. Durch Zugabe eines spezifischen Inhibitors, 
der die Proteolyseaktivität unterdrückt, wird die Hintergrundaktivität des Lysates er-
mittelt. Aus der Differenz der Gesamt- und Hintergrundaktivität lässt sich die spe-
zifische proteolytische Aktivität ermitteln. Bei der experimentellen Durchführung 
wurden zunächst das Zelllysat, Assay Puffer und Wasser vorgelegt. Nach Zugabe 
des Inhibitors in ausgewählte Proben erfolgte eine Inkubationszeit von 15 Minuten 
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bei Raumtemperatur. Zuletzt erfolgte die Zugabe des Substrates, um den Zeitraum 
zwischen Reaktions- und Messbeginn zu minimieren. Die Aktivitätsmessung 
(Exitation: 380 nm, Emission: 460 nm) erfolgte mittels Plate Reasder (Firma Tecan) 
über einem Gesamtzeitraum von zwei Stunden bei 37°C und einem kinetischen 
Messintervall von 3 Minuten. Um die Funktionalität des Assays zu überprüfen wurden 
zusätzlich Verdünnungsreihen von rekombinantem 20S Proteasom hergestellt, wobei 
die erhaltenen Fluoreszenzintensitäten gegen die gemessene Zeit aufgetragen wur-
den.  
 
2.2.5 Absorptions-basierte Bestimmung von oxidativen Stress in Zellen mittels 
TBARS-Assay 
In zellulären Systemen herrscht ein unter physiologischen Bedingungen ständiges 
Fließgleichgewicht vor, welches durch innere und äußere Einflüsse gestört werden 
kann. Eine wichtige Komponente stellt der oxidative Stress dar, welcher ein Ungleich-
gewicht zwischen der Detoxifizierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu-
gunsten deren Produktion beschreibt. Bei diesem Vorgang können freie Radikale und 
Peroxide gebildet werden, die die Zelle entweder im Ganzen oder auf molekularer 
Ebene (Proteine, Lipide und DNA) schädigen. Ein erhöhter Level an oxidativem 
Stress ist beim Menschen nachweislich mit einigen chronischen Krankheiten 
assoziiert [196, 197]. Ein möglicher Indikator für oxidativen Stress ist die Lipid-
peroxidation, bei der, ausgehend von mehrfach ungesättigten Fettsäuren, durch 
Oxidation instabile und sehr reaktive Carbonyl-Komponenten entstehen. Eine der am 
häufigsten auftretenden Komponenten ist Malondialdehyd (MDA), welches in der 
Lage ist, Addukte mit freien Aminogruppen, Proteinen und anderen Biomolekülen zu 
bilden [198]. Durch die Fähigkeit mutagene [199] und cancerogene [200] Addukte mit 
DNA Basen zu bilden, wird MDA in hohen Konzentrationen als gefährliches Produkt 
der Lipidperoxidation eingestuft.  
 
In dieser Arbeit wurde das Ausmaß an Lipidperoxidation infolge von oxidativen Stress 
durch Thiobarbitursäure-Reaktive-Substanzen (TBARS) gemessen, welche eine weit 
verbreitete Methode zur Bestimmung von Malondialdehyd darstellt [201]. Durch Ab-
sorptionsmesungen werden TBARS-Addukte gemessen, die einen pinkfarbenen 
Chromophor mit dem Farbstoff 1,3-Diethyl-2-thiobarbitursäure (DETBA) bilden. Zur 
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Messung des MDA-Gehaltes wurden 2x107 Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 
anschließend mittels Zellschaber in 1 mL PBS gesammelt und in ein Eppendorf-
Gefäß überführt. Um die Zellen aufzuschließen erfolgte eine Ultraschallbehandlung 
von 3x 15 Sekunden bei 40 V auf Eis. Das Homogenat wurde bis zur Messung auf 
Eis gelagert. Für die Messung wurden 15 mL Falcon Röhrchen vorbereitet und 
jeweils 100 µL des Zellhomogenats bzw. eines MDA Standards in unterschiedlichen 
Konzentrationen in die Röhrchen piupettiert. Des Weiteren erfolgte die Zugabe von 
100 µL SDS und 4 mL Farbreagenz, bestehend aus Thiobarbitursäure, Natrium-
hydroxid und Essigsäure. Anschließend wurden die Proben zwischen 90 und 100°C 
für 60 Minuten inkubiert. Um die Reaktion zu stoppen, wurden alle Proben für 10 
Minuten auf Eis gegeben, anschließend für 10 Minuten bei 4°C und 1600 x g 
zentrifugiert. Jeweils 150 µL des Überstandes wurden auf eine 96-Well Platte 
pipettiert und die Absorption bei 535 nm mittels Plate Reader (Firma Tecan) 
gemessen. Die Berechnung der MDA Konzentration erfolgte anhand einer generier-
ten Eichgeraden.  
 
2.2.6 Fluoreszenz-basierte Bestimmung von oxidativem Stress in Zellen mittels 
DCF-Assay 
Eine weitere Methode zur Untersuchung von ROS liefert der fluoreszenz-basierte 
DCF-Assay zur Detektion intrazellulärer Hydroxyl-, Peroxyl- und anderer reaktiver 
Sauerstoffspezies. Die Basis des Assays liefert die zellpermeable, nicht-fluor-
eszierende Substanz DCFH-DA, welche infolge zellulärer Esterasen deacetyliert 
(DCFH) und in Anwesenheit von ROS unmittelbar in das stark fluoreszierende 
Produkt DCF oxidiert wird. Die generierte Fluoreszenzintensität wird mittels Plate 
Reader (Firma Tecan) bei einer Emissionswellenlänge von 530 nm gemessen 
(Exitation: 480 nm) und ist proportional zur Menge an ROS im Zytosol. Das 
Funktionsprinzip des fluoreszenzbasierten DCF-Assays zur Detektion intrazellulärer 
ROS Konzentrationen ist schematisch in Abbildung 2.5 dargestellt.  
  Material und Methoden
 
























Zur Messung der intrazellulären ROS Konzentration wurden Zellen 3x vorsichtig mit 
HBSS gewaschen und anschließend mit jeweils 100 µL 1x DCFH-DA in DMEM für 60 
min bei 37°C inkubiert. Nach erfolgter Inkubation wurden alle Proben abermals 3x mit 
HBSS gewaschen und abschließend mit je 100 µL DMEM und 100 µL 2x Lysepuffer 
beladen und für weitere 5 min bei RT inkubiert. Zur Messung der ROS Konzentration 
wurden 150 µL der Suspension auf eine 96-Well Plate transferiert und die 
Fluoreszenz bei 480 nm (Exitation) und 530 nm (Emission) gemessen. Zur 
Generierung von Positivkontrollen wurden Zellen zusätzlich nach dem ersten 
Waschschritt für einen Zeitraum von 30 min mit unterschiedlichen Konzentrationen 
Wasserstoffperoxid behandelt, die weitere Behandlung war deckungsgleich mit 
denen der anderen Proben. Die ROS Konzentration wurde anschließend anhand 
einer generierten Eichgeraden berechnet und auf die Gesamtzellzahl normiert.  
Abbildung 2.5: Schematische Darstellung des fluoreszenzbasierten DCF-Assays zur Detektion 
intrazellulärer ROS Konzentrationen 
Quelle: Cell Biolabs, INC., letzter Zugriff: 20.04.2014 
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2.2.7 Gen Knockout mittels siRNA 
Um den Einfluss bestimmter Gene auf den zellulären Phänotyp zu untersuchen, wird 
seit einigen Jahren das Verfahren der RNA-Interferenz, entdeckt durch die Wissen-
schaftler Andrew Z. Fire und Craig C. Mello, angewandt. Dieser teils natürlich 
vorkommende Mechanismus zur Abwehr und Verteidigung gegen Fremd RNA (z.B. 
von Viren und Bakterien) spielt bei vielen Organismen, insbesondere bei Pflanzen, 
eine wichtige Rolle [202, 203]. Der Mechanismus der RNA-Interferenz lässt sich 
grundsätzlich in drei Phasen unterteilen. Mittels Ribonukleaseenzymen wie Dicer und 
Drosha werden zunächst doppelsträngige RNA Moleküle fragmentiert. Diese kurzen 
Doppelstrang Fragmente werden im nächsten Schritt in Einzelstränge aufgespalten. 
Dabei wird der sogenannte Leitstrang vom RISC-Enzymkomplex („RNA-induced 
silencing complex“) aufgenommen, so dass der gesamte RNA-Enzymkomplex 
aktiviert wird und eine RNA, die in ihrer Basensequenz komplementär zu der des 
Leitstranges ist, spalten kann. Eine Alternative zur Stilllegung eines Gens besteht in 
der spaltlosen Blockade der Ziel RNA durch den RNA-RISC-Enzymkomplex. Beide 
Mechanismen resultieren letztendlich in einer Unterdrückung der Weiterleitung der 
genetischen Information (keine Translation) und führen zu einem veränderten 
Phänotyp. Diese Methode erlaubt daher die gezielte Manipulation eines Organismus 










    
Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz  
             Quelle: http://www.xonk.de/bilder/evolution/epigenetik/rnai.png, 
             letzter Zugriff: 25.11.2013 
 
Zur Umsetzung der gezielten Stilllegung bestimmter Gene wurden in dieser Arbeit 
zwei verschiedene Versuchsansätze gewählt, welche inklusive der gewählten Menge 
und Konzentration von Chemikalien in nachstehender Tabelle aufgeführt sind.  
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  Tabelle 2.4: Zusammensetzung der Reagenzien für RNA-Interferenz  
Kulturgefäß Opti-Mem [µL] siRNA (10 µM) [µL] RNAiMAX [µL] Zellzahl DMEM [mL]  
6-Well Platte 500 6 5 200000 2,5 
15 cm Platte 4000 48 40 1000000 20 
 
Zu Beginn wurde die entsprechende Menge an Opti-Mem in das Kulturgefäß vorge-
legt, anschließend erfolgte die Zugabe der siRNA. Durch vorsichtiges Schwenken 
des Kulturgefäßes wurde ein Durchmischen gewährleistet. Anschließend wurde das 
Transfektionsreagenz RNAiMAX dazu pipettiert, das Kulturgefäß vorsichtig ge-
schwenkt und dann für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dadurch wird die 
Bildung des siRNA/Transfektionsreagenz-Komplexes gewährleistet, welcher dann in 
der Lage ist, die zelluläre Membran zu passieren. Zuletzt wurde die entsprechende 
Menge an Zellen in einem Gesamtvolumen von 2,5 bzw. 20 mL Antibiotika-freien 
DMEM-Medium dazugegeben. Das Kulturgefäß wurde abermals vorsichtig ge-
schwenkt und für 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Um zu gewährleisten, 
dass sowohl das Transfektionsreagenz als auch die siRNA selbst keinen Effekt auf 
die Zelle hat, wurden stets Proben als Negativkontrollen mitgeführt, welche entweder 
nur Transfektionsreagenz oder unspezifische „Stealth“ siRNA enthielten, die gegen 
keine intrazelluläre RNA gerichtet ist. Als Positivkontrolle wurde eine etablierte siRNA 
verwendet, die sich gegen den Abbau des Aktin Zytoskelettes richtet. Schematisch 
lässt sich der Versuch folgendermaßen darstellen: 
 
Kontrollbedingung Negativkontrolle 1  Negativkontrolle 2    
Positivkontrolle (Aktin) Transfektionsreagenz RNAiMAX siRNA Probe  
 
Nach erfolgter Inkubationszeit wurden RNA isoliert und Proteinlysate hergestellt. Mit 
Hilfe der qRT-PCR und Immunoblot Technik wurden zunächst die Effizienz der Gen 
Stilllegung auf RNA und Proteinebene kontrolliert. Anschließend konnten die 
gesammelten Proben je nach Fragestellung weiterverwendet werden.  
 
2.2.8 Neutralrotassay zur Bestimmung der Zellvitalität 
Der Neutralrot-Test dient zum Nachweis der Zellvitalität in in vitro Systemen und zählt 
damit zum Standard der Zytotoxizitätstests. Der Test basiert auf der Aufnahme des 
Farbstoffes Neutralrot in die Lysosomen vitaler Zellen. Neutralrot zeichnet sich durch 
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eine leicht kationische Eigenschaft aus und ist in der Lage durch die Zellmembran zu 
diffundieren oder durch Endozytose von Zellen aufgenommen zu werden. Dort bindet 
es an anionische Reste der lysosomalen Membran. Dadurch, dass Lysosomen ein 
saures Milieu aufweisen (pH < 5) und Neutralrot dadurch als kationisches Ion 
vorliegt, ist es nicht mehr in der Lage das Lysosomen zu verlassen, welches dadurch 
als Ionenfalle fungiert und durch den Farbstoff spezifisch gefärbt wird. In geschä-
digten Zellen kann es durch Veränderung der lysosomalen Membran durch Schad-
stoffexposition und durch eine damit verbundene Änderung des pH Wertes zur 
verminderten Aufnahmefähigkeit des Farbstoffes kommen. Bei toten Zellen liegen 
keine funktionalen Lysosomen mehr vor, so dass diese Zellen nicht angefärbt 
werden. Durch diese Eigenschaften kann zwischen vitalen, geschädigten und toten 
Zellen in Folge von Schadstoffexpositionen differenziert werden. Die Quantifizierung 
der aufgenommen Menge an Neutralrot erfolgt durch Messung der Absorption bei 
540 nm [205-207]. Zur Bestimmung der Zellvitalität wurden die Zellen nach 
entsprechender Inkubationszeit mit 17 µL Neutralrot-Lösung pro mL DMEM versehen 
und für weitere 3 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Danach wurde das 
Medium entfernt, die Zellen 2x mit warmen PBS gewaschen und anschließend mit 
einer Lösung, bestehend aus 50% Ethanol, 5% Essigsäure und 45% destilliertem 
Wasser bei Raumtemperatur auf einem Schüttler (600 rpm/min) für 20 Minuten 
inkubiert, um den in den Zellen integrierten Farbstoff zu lösen. Abschließend wurde 
die Absorption mittels Plate Reader (Infinite M2 Pro, Tecan) bei 540 nm gemessen.  
 
2.2.9 Statistik 
2.2.9.1 Affymetrix Gene Array Daten von Brustkrebspatienten 
Zur Bestimmung einer möglichen Assoziation zwischen der RNA Expression (log2 
transformiert) von TXNIP und TrxR und Prognose wurde das univariate und 
multivariate COX-Modell angewandt. Als krankheitsfreies Überleben wurde die 
Zeitspanne zwischen der Diagnose und der Rückkehr der Krankheit bzw. der ent-
fernten Metastasierung oder dem Tod des Patienten bezeichnet. Als metastasefreies 
Überleben wurde die Zeitspanne zwischen Diagnose des Brustkrebs und der 
Identifizierung von Metastasen beschrieben. Um die Überlebenszeiten miteinander 
vergleichen zu können, wurden sowohl Kaplan-Meier Kurven als auch der Log-rank 
Test verwendet. Da die Häufigkeitsverteilung von TXNIP und TrxR nicht eindeutig 
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einer Normalverteilung entsprach, wurden nichtparametrische Tests zum Vergleich 
von Gruppen, wie dem Mann-Whitney Test für ungepaarte Daten, angewandt. Zur 
Bestimmung des Esrogen- und HER2-Rezeptor Status der Patienten erfolgte die 
Dichotomisation. Es wurden „Cut-Off“ Punkte gesetzt, die zwischen hoher und 
niedriger RNA Expression der genannten Rezeptoren in der Gesamtkohorte 
differenzierten. Zur Bestimmung von Korrelationen wurde der Spearman-
Korrelationstest angewandt. Alle p-Werte werden dabei als zweiseitig betrachtet. 
Insofern keine Korrektur für multiples Testen durchgeführt wurde, sollten die Werte 
als beschreibende Messungen betrachtet werden. Alle Analysen wurden mit der 
Software SPSS17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeführt.  
 
2.2.9.2 In vitro generierte Daten 
Für die in dieser Arbeit verwendeten messbaren Größen wie Gesamtzellzahl, 
Gesamtprotein, RNA-Konzentration, Assays usw. wurden zur Validierung stets 
mehrere Replikate verwendet. Der arithmetische Mittelwert der Messgrößen und 
dessen Abweichung wurden mittels folgender Formel berechnet: 
 
    (1)  MW:  Mittelwert über n Messungen des Wertes x 
    (2)  SD.  Experimentelle Standardabweichung 
     xi: i-ter Einzelwert 

















3.1 Expression des Onkogens ERBB2/HER2 (NeuT) führt zu vorzeitiger zellulärer 
Seneszenz in MCF-7 Zellen  
Die Rezeptor-Tyrosinkinase ERBB2 spielt eine zentrale Rolle bei der Entwicklung 
von Brustkrebs und anderen epithelialen Tumoren, indem sie Zellen durch eine 
gesteigerte ERBB2 Aktivität, welche in der Ausschüttung von wachstumsfördernden 
und anti-apoptotischen Signalen resultiert, transformiert. Die gezielte Überexpression 
von ERBB2 stimuliert in der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 zwar nicht die 
Proliferation, stattdessen ist dies mit dem Einleiten der vorzeitigen Seneszenz 
verknüpft, die sich sowohl durch eine morphologische Veränderung als auch dem 
Zellzyklusarrest kennzeichnet, welches durch die Expression verschiedener Marker-
proteine wie p21(WAF1/CIP1), assoziiert ist [84]. Dieser Befund bildet die Basis für 
Untersuchungen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden.  
 
3.1.1 Expression des Onkogens ERBB2/NeuT in MCF-7 Zellen 
Das MCF-7/NeuT Zellsystem basiert auf der Tet-On-induzierbaren Überexpression 
des Onkogens ERBB2/NeuT und wurde von Trost et al. (2005) generiert, um den 
Zusammenhang der onkogen-induzierten Transformation und dem Mechanismus 
zellulärer Seneszenz genauer zu verstehen. Weitere Charakterisierungen dieses 
Zellsystems erfolgten durch Spangenberg et al. (2006) und Cadenas et al. (2010, 
2012). Um die in Kapitel 2.1.6.2 beschriebene Funktionalität des MCF-7/NeuT 
Zellsystems zu bestätigen und zu gewährleisten, musste zunächst die Überex-
pression der onkogenen Variante NeuT, die sich durch eine liganden-unabhängige, 
konstitutive  Aktivität kennzeichnet, auf RNA und Proteinbasis nachgewiesen werden. 
Durch die Verwendung eines bidirektionalen Promotors wird die gleichzeitige 
Expression von sowohl NeuT als auch EGFP als Reporter erlaubt. Das EGFP erlaubt 
die indirekte Kontrolle zur Funktionalität des MCF-7/NeuT Zellsystems durch fluor-
eszenzmikroskopische Analyse. Die Überexpression von NeuT wurde mittels quanti-
tativer realtime PCR und Immunoblottings nachgewiesen. Sowohl die RNA als auch 
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die Protein Daten belegen, dass die durch Doxyzyklin iinduzierbare NeuT Expression 



















3.1.2 Onkogen ERBB2/NeuT induzierte vorzeitige Seneszenz korreliert mit Verän-
derung der Zellmorphologie in MCF-7 Zellen  
Als Resultat der NeuT Überexpression durch Doxyzyklin Behandlung zeigten MCF-7 
Zellen einen auffällig veränderten Phänotyp, der bereits nach 3 Tagen durch eine 
















































Abbildung 3.2: ERBB2/NeuT Protein Expression in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit Doxyzyklin inkubiert. 
Anschließend wurden Protein-Extrakte generiert und mittels Western Blot Technik analy-
siert. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot aus n=3 unabhängigen Experimenten. 
NeuT 
β-Aktin 
   6h          1d          3d           7d                  6h           1d          3d       7d 
         - Dox            + Dox  
185 kDa 
42 kDa 
Abbildung 3.1: ERBB2/NeuT RNA Expression in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit Doxyzyklin inkubiert. 
Anschließend wurden RNA-Extrakte isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-
PCR analysiert. Die Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung 
der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (0h, Wert 1) normiert. Werte >1 
beschreiben eine zur Kontrollbedingung gesteigerte Expression, Werte <1 eine 
verminderte Expression. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen aus 
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charakterisiert ist, wobei nicht klar ist, inwieweit sich das Zellvolumen verändert. Ein 
zentralisierter Nukleolus sowie eine zunehmende Ausbildung von Vakuolen im Zyto-
plasma sind weitere Merkmale für das Eintreten der Seneszenz. Diese morpholo-
gischen Veränderungen lassen sich überwiegend in EGFP-positiven Zellen auffinden 

















Neben morphologischen Veränderungen infolge der Onkogentransformation wurden 
auch Veränderungen der Genexpression zeitabhängig untersucht, die teilweise in der 
Dissertation von Matthias Hermes (2007) beschrieben wurden. Dazu wurde zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Anschalten der ERBB2 Überexpression RNA aus 
MCF-7/NeuT Zellen isoliert und mittels Affymetrix Gene Array (HG-U133A Plus 2) 
untersucht. Im Folgenden sollte überprüft werden, ob ERBB2-abhängige Verände-
rungen der Genexpression auch bei Brustkrebspatienten zu finden sind.  
 
3.2 Der HER2/ERBB2 Status zeigt ein verändertes Expressionsmuster in Brust-
krebspatienten und im MCF-7/NeuT Zellmodell 
Um den Einfluss der HER2/ERBB2 Überexpression auf die Genexpression in Brust-
krebspatienten zu untersuchen, wurden verschiedene Affymetrix Gene-Array Daten-
              Kontrolle                             3 Tage Dox                          7 Tage Dox 
Abbildung 3.3: Morphologische Veränderungen während NeuT-induzierter Onkogentransfor-
mation und darauf folgender Seneszenz 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für unterschiedliche Zeitpunkte mit und ohne Doxyzyklin inkubiert. 
Doxyzyklin behandelte Zellen, die seneszent geworden sind, zeichnen sich durch ein vergrößertes 
Zytoplasma und einer gesteigerten Menge an Vakuolen aus und exprimieren das grünfluoreszierende 
Protein EGFP. (20x Vergrößerung) 
 
      100 µm               100 µm    100 µm 
      100 µm               100 µm    100 µm 
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sätze untersucht. Dabei wurde RNA aus Gewebe von Patienten (n=788), die sich aus 
den Kohorten Mainz, Rotterdam und Transbig zusammensetzen, mit nodal-negati-
vem Mammakarzinom isoliert und mittels Affymetrix HG-U133A Gene Array unter-
sucht. Ziel war es, die Gene zu identifizieren, die mit einem positiven HER2/ERBB2 
Status assoziiert sind. Dabei erfolgte die Einteilung der Patientinnen in zwei 
unterschiedliche Subgruppen, wobei eine Gruppe positiv sowohl für den Estrogen-
Rezeptor als auch den HER2-Rezeptor war (n= 57), während die zweite Gruppe nur 
einen positiven Estrogen-Rezeptor Status aufwies (n= 519), so dass spezifisch die 
durch HER2 veränderte Genexpression betrachtet werden konnte. Zur Beurteilung, 
ab wann ein Patient als HER2 bzw. Estrogen-Rezeptor positiv bzw. negativ gilt, 
erfolgte die Dichotomisation, d.h. die Bestimmung eines sogenannten „Cut-Points“. 
Dieser definiert, ab welchem RNA Expressionslevel zwischen einem positiven und 
negativen Rezeptorstatus unterschieden wird (Häufigkeitsverteilung). Diese ist 
nachfolgend für die Gesamtkohorte (n= 788) für den Estrogen- als auch den HER2-

















Abbildung 3.4: Häufigkeitsverteilung der Estrogen- und HER2-Rezeptor RNA Expression zur 
Charakterisierung des Rezeptor-Status von Brustkrebspatienten in der Gesamtkohorte (n=788) 
[3] 
Für den Estrogen- sowie den HER2-Rezeptor zeigt sich eine bimodale Verteilung der RNA 
Expression. Der „Cut-Off“ Punkt für den Estrogen-Rezeptor wurde auf 10 gelegt, für den HER2-
Rezeptor betrug dieser 12,6. Anhand der festgelegten „Cut-Off“ Punkte konnten bei den Patienten 
zwischen einem Estrogen-Rezeptor positiven/negativen, einem HER2-Rezeptor positiven/negativen 
oder einem Estrogen-/HER2-Rezeptor positiven/negativen Status differenziert werden.  
 
Anschließend wurde für jedes Gen die Mediane der Genexpression in jeder 
Subgruppe ermittelt. Dann erfolgte die Berechnung der Differenz der Mediane 
(ER+/HER2+ minus ER+/HER2-). Dabei deuten positive Differenzen in der 
Genexpression auf Gene hin, die durch HER2 Überexpression hochreguliert werden. 
Auf der anderen Seite deuten negative Differenzen auf Gene hin, die durch HER2 
Überexpression herunterreguliert werden. In der Estrogen-Rezeptor positiven MCF-
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7/NeuT Zelllinie wurde die Veränderung der Genexpression nach Anschalten der 
ERBB2 (NeuT) Überexpression zu verschiedenen Zeitpunkten vergleichend zur 
Kontrollbedingung untersucht. Um schließlich Gene zu finden, die sowohl in vitro als 
auch in vivo durch ERBB2 Überexpression beeinflusst werden, wurden beide 
Datensätze miteinander verglichen und mögliche Überlappungen anhand von Venn-




















Abbildung 3.5: HER2/ERBB2 induzierte Veränderung der Genexpression in Brustkrebspatienten 
und MCF-7/NeuT Zellen  
Anhand von Venn-Diagrammen wurde eine Veränderung des Expressionsmusters von Genen (10137) 
in Brustkrebspatientinnen und MCF-7/NeuT Zellen nach Anschalten der ERBB2 Überexpression durch 
Doxyzyklin zu verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Dabei wird zwischen Genen unterschieden, die 
entweder herunter- oder hochreguliert sind (A bzw. B). Die Überlappung beschreibt die Anzahl von 
Genen, die sowohl in Burstkrebspatienten als auch im MCF-7/NeuT Zellmodell gemeinsam herunter- 
oder hochreguliert sind. Bei Brustkrebspatienten wurden solche Gene einbezogen, die signifikant 
verändert vorlagen (p<0,05). In MCF-7/NeuT Zellen wurden die Gene betrachtet, die eine Veränderung 
der Expression von mindestens einem Faktor 2 aufwiesen.  
 
 Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT       Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT      Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT 
 
Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT       Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT            
Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT      Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT       Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT 
 
Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT      Brustkrebspatienten MCF-7/NeuT  
A: Herunter regulierte Gene 
B: Hoch regulierte Gene 
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Allerdings wurden beide Datensätze auf zwei unterschiedlichen Mikrochips generiert 
(Brustkrebspatientinnen: Affymetrix HG-U133A; MCF-7/NeuT Zelllinie: HG-U133A 
Plus 2), so dass nur solche Gene betrachtet werden konnten, für die auf beiden 
Mikrochips die gleichen Probesets verwendet wurden. Die Anzahl dieser Gene belief 
sich auf insgesamt 10137. Im MCF-7/NeuT Modell wurden die Gene betrachtet, die 
eine zeitabhängige Veränderung der Genexpression von mindestens einem Faktor 2 
nach ERBB2/NeuT Induktion aufzeigten. 
 
Die Untersuchung von Genen (10137) in sowohl Brustkrebspatienten mit positiven 
HER2/ERBB2 Status als auch in ERBB2 überexprimierenden MCF-7/NeuT Zellen 
(Abb. 3.5) zeigte zunächst, dass etwa 17% der untersuchten Gene in Brustkrebspa-
tienten signifikant (p<0,05) herunterreguliert waren (1771 Gene). In MCF-7/NeuT 
Zellen variierte dieser Wert lediglich zwischen 0,6% (6h) und 5,4% (14d). Gleichzeitig 
konnte gezeigt werden, dass die Mehrheit der untersuchten Gene (79-82%) nicht 
signifikant herunter reguliert wurde. Die gemeinsame Schnittmenge signifikant 
herunterregulierter Gene von HER2/ERBB2 positiven Brustkrebspatienten und 
ERBB2 überexprimierenden MCF-7/NeuT Zellen variierte je nach Zeitpunkt nach 
Anschalten der ERBB2 Expression zwischen 1,5% (6h) und 7% (14d). Auffällig war 
allerdings, dass die Mehrheit der in Brustkrebspatienten herunterregulierten Gene 
nicht mit denen in MCF-7/NeuT Zellen übereinstimmten. Auf der anderen Seite 
fanden sich viele in MCF-7/NeuT Zellen herunterregulierte Gene auch in Brustkrebs-
patienten wieder (47% nach 6h, 28% nach 14d). Dieser Befund deutet darauf hin, 
dass viele Gene durch ERBB2 gesteuert werden. 
 
Bei der Untersuchung von Genen (10137) in HER2/ERBB2 positiven Brustkrebs-
patienten und ERBB2 überexprimierenden MCF-7/NeuT Zellen konnte außerdem 
gezeigt werden, dass 14% der untersuchten Gene in Brustkrebspatienten signifikant 
hochreguliert waren (1448). In MCF-7/NeuT Zellen variierte dieser Wert zwischen 
7,1% (6h) und 13,1% (14d) und erreichte einen Maximalwert von 21,6 % nach 12h. 
Die Mehrheit der untersuchten Gene (80% nach 6h und 75% nach 14d) wurde nicht 
signifikant hochreguliert. Die gemeinsame Schnittmenge signifikant hochregulierter 
Gene variierte je nach Zeitpunkt nach Anschalten der ERBB2 Expression in MCF-
7/NeuT Zellen zwischen 7% (6h), 13% (12h) und 9% (14d). Die Mehrheit (> 50%) der 
in Brustkrebspatienten signifikant hochregulierten Gene fand sich allerdings nicht in 
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MCF-7/NeuT Zellen wieder. Andererseits zeigte sich, dass zwischen 19,8% (6h) und 
17,5% (14d) der in MCF-7/NeuT Zellen signifikant hochregulierten Gene auch in 
Brustkrebspatienten hochreguliert waren und wahrscheinlich direkt durch ERBB2 
reguliert werden.  
 
Der Vergleich zwischen HER2/ERBB2 positiven Patienten und ERBB2 über-
exprimierenden MCF-7/NeuT Zellen verdeutlichte allerdings auch, dass in beiden 
Systemen eine Vielzahl unterschiedlicher Gene unabhängig voneinander herunter- 
bzw. hochreguliert werden. Dies ist nicht zuletzt der Tatsache geschuldet, dass es 
sich bei den untersuchten Patienten um ein komplexes Netzwerk aus verschiedenen 
Geweben bzw. einem vollständigen Organismus handelt und auch andere Faktoren 
eine wichtige Rolle zur Regulation der Genexpression spielen. Dem vereinfachten 
MCF-7/NeuT System unterliegen möglicherweise andere bzw. zusätzliche Mech-
anismen zur Genexpression. Ein Beispiel stellt das Angebot von Nährstoffen dar. 
Zellen, die im Gewebe oder Organ als Verbund wachsen, werden nicht zwangsläufig 
einheitlich versorgt, während dies bei in vitro Zellkulturen, die als Monolayer 
wachsen, gewährleistet ist. Dies kann Einfluss auf die Aktivierung bzw. Prozess-
ierung von Transkriptionsfaktoren haben, welche die Genregulation steuern. 
Inwieweit dies auftritt, hängt auch davon ab, welche Funktion ein entsprechendes 
Gen übernimmt. Dies kann dabei an der Progression des Zellzyklus, der Proliferation, 
der Zelldifferenzierung, dem Metabolismus oder der antioxidativen Zellantwort auf 
internen oder externen Stress beteiligt sein. 
 
Im Zentrum dieser Arbeit stehen dabei Gene, die an der Aufrechterhaltung des 
Redox Status der Zelle beteiligt sind. Der Fokus ist dabei insbesondere auf Mitglieder 
des Thioredoxinsystems gerichtet, deren Veränderung auf genetischer Ebene in 
Zusammenhang mit Krebs gebracht werden. Dieses setzt sich aus den Proteinen 
Thioredoxin, Thioredoxin Reduktase und TXNIP („Thioredoxin binding protein 2“ bzw. 
„Vitamin D3 upregulated protein“) zusammen. Interessanterweise finden sich die an 
der Regulation von oxidativem Stress beteiligten Gene Thioredoxin und TXNIP in der 
oben beschriebenen gemeinsamen Schnittmenge für herunter- bzw. hochregulierter 
Gene wieder. Während Thioredoxin sowohl bei Brustkrebspatienten als auch im 
MCF-7/NeuT Zellmodell hochreguliert wird, erfolgt auf der anderen Seite eine 
Repression von TXNIP. Dies deutet auf eine relevante Beteiligung des Thioredoxin-
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systems in Abhängigkeit des ERBB2/HER2 Status bzw. der ERBB2 Expression hin 
und soll im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden.  
 
3.3 TrxR und TXNIP sind mit Prognose bei Brustkrebspatienten verknüpft  
TrxR und TXNIP bilden zentrale Bestandteile und Regulatoren des Thioredoxin-
systems und sind an einer Vielzahl zellulärer Prozesse beteiligt. Dazu zählen neben 
der Regulation und Kontrolle des Redox Status auch Aufgaben, die mit der DNA 
Synthese, der Inhibition von Apoptose aber auch der Aktivierung zahlreicher Trans-
kriptionsfaktoren verknüpft sind [208-211]. Die Integration in solch essentielle 
zelluläre Prozesse zeigt die enorme Bedeutung dieser Proteine im Hinblick auf eine 
funktionierende Homöostase innerhalb der Zelle. Viele Literaturquellen beschreiben 
eine Veränderung der Genexpression von TrxR und TXNIP und zeigen damit 
verbundene Fehlregulationen von Signalwegen auf, die letztendlich zu ver-
schiedensten Krebsarten führen können. Dabei spielt eine Störung des Gleichge-
wichts des Thioredoxinsystems nicht zwangsläufig die tragende Rolle der Fehl-
regulation. In dieser Studie konnte allerdings gezeigt werden, dass ein Zusammen-
hang zwischen der Veränderung der Genexpression von TrxR und TXNIP und dem 
metastasefreien Überleben von Brustkrebspatienten besteht.  
 
3.3.1 ERBB2/HER2 Überexpression verändert den Expressionsstatus von TrxR und 
TXNIP in metastasefreien Brustkrebspatienten  
Kontrollmechanismen von reaktiven Sauerstoff Spezies (ROS: „reactive oxygen 
species“) spielen eine entscheidende Rolle bei der Tumorentwicklung. Transformierte 
Zellen, die z.B durch eine erhöhte Expression des Onkogens ERBB2/HER2 char-
akterisiert sind, produzieren mehr ROS und nutzen diese, um die zelluläre 
Proliferationsrate zu steigern [112, 212]. Dabei spielt das generierte Level an ROS 
eine entscheidende Rolle, da diese zum einen wichtig für intrazelluläre Signalkas-
kaden sind und einerseits zum Überleben einer Zelle beitragen, zum anderen aber 
durch andauernde Exposition zur Schädigung bis hin zum Tod der Zelle führen 
können [84, 85, 112, 212]. Daher ist es von enormer Bedeutung, dass solche 
kritischen Mechanismen streng kontrolliert werden.  
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Die Daten von 788 metastasefreien Brustkrebspatienten (postoperativ), die keine 
Chemotherapie erhalten haben, wurden hinsichtlich ihrer Expression von Thioredoxin 
Reduktase und TXNIP in Bezug auf den ERBB2/HER2 Status analysiert, um die 
Bedeutung des Thioredoxinsystems zu untersuchen. Die Daten bezüglich TrxR und 
TXNIP RNA Expression in Bezug auf metastasefreien Überleben sind nachstehender 
Tabelle (Tab. 3.1) zu entnehmen. Diese zeigen, dass die TrxR RNA Expression in 
Brustkrebspatienten mit schlechter Prognose assoziiert ist, während die TXNIP RNA 
Expression mit verbesserter Prognose assoziiert ist.  
   Tabelle 3.1: Korrelation von TrxR und TXNIP RNA Expression mit metastasefreiem Überleben 









































TrxR RNA Expression ist in nodal-negativen Brustkrebspatienten mit schlechter Prognose hinsichtlich 
metastasefreien Überleben assoziiert (Univariate Cox-Analyse). Im Gegensatz dazu zeigt die TXNIP 
RNA Expression diesbezüglich eine bessere Prognose; Cl: Konfidenzintervall 
 
Der Zusammenhang zwischen metastasefreien Überleben und der TrxR und TXNIP 
RNA Expression wurde mittels Kaplan Meier Analyse visualisiert (Abb. 3.6) und 
zeigte, dass eine erhöhte TrxR RNA Expression mit schlechtem metastasefreien 
Überleben verknüpft ist. Gleichzeitig erhöhte die gesteigerte TXNIP RNA Expression 


























Hinsichtlich des krankheitsfreien- und Gesamtüberleben in Bezug auf die TrxR und 
TXNIP Expression konnte nur in der Mainz Kohorte eine signifikante Assoziation und 
damit eine verbesserte Prognose aufgezeigt werden.  
       Tabelle 3.2: Korrelation von TrxR und TXNIP RNA Expression mit krankheitsfreien und  
                Gesamtüberleben       
Überleben Prognostischer Faktor P-Wert Hazard Ratio 95% Cl 
















In nodal-negativen Brustkrebspatienten der Mainz Kohorte (n=200) ist eine Assoziation zwischen TrxR 
und TXNIP RNA Expression und der krankheitsfreien- bzw. Gesamtüberlebensrate nachweisbar 
(Univariate Cox Analyse); Cl: Konfidenzintervall 
 
3.3.2 Die TrxR Expression ist mit dem ERBB2 Status in Brustkrebspatienten 
verknüpft 
Aufgrund der hohen klinischen Relevanz von ERBB2 wurden die Expressionsdaten 
von TrxR und TXNIP in Zusammenhang mit dem ERBB2 Status der Brustkrebs-
patienten sowohl in den einzelnen Kohorten als auch in der Gesamtkohorte 
analysiert (ER+/HER2+ minus ER+/HER2-). Dabei zeigte sich im Vergleich zu ERBB2-
negativen Brustkrebspatienten eine gesteigerte TrxR Expression in ERBB2-positiven 
Abbildung 3.6: Zusammenhang zwischen TrxR und TXNIP mit metastasefreier Überlebenszeit [3] 
Hohe TrxR Expression ist mit einer verminderten metastasefreien Überlebenszeit assoziiert, während 
eine gesteigerte TXNIP Expression mit einer verlängerten metastasefreien Überlebenszeit assoziiert 
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Brustkrebspatienten sowohl in den einzelnen als auch in der Gesamtkohorte. Für 
TXNIP konnte lediglich ein Trend hinsichtlich verminderter Expression in ERBB2-
positiven Patienten in den einzelnen Kohorten festgestellt werden. Allein die 
Gesamtkohorte zeigte einen leicht antikorrelativen Zusammenhang zwischen 
positiven ERBB2 Status und verminderter TXNIP RNA Expression auf. Diese 
Ergebnisse sind in Einklang mit den Ergebnissen der Analyse der differentiellen 
Genexpression zu bringen. Der Zusammenhang zwischen dem ERBB2 Status und 
der TrxR bzw. TXNIP RNA Expression ist Abb. 3.7 zu entnehmen.  
 
 
















Abbildung 3.7: Zusammenhang zwischen ERBB2 Status und TrxR bzw. TXNIP RNA Expression 
[3] 
Ein positiver ERBB2 Status ist mit einem signifikant hohen Level an TrxR Expression assoziiert. Die 
signifikante Assoziation wurde in allen drei unabhängigen Kohorten sowie in der Gesamtkohorte von 
788 Patienten mit nodal-negativem Brustkrebs erzielt. Im Gegensatz zu TrxR wurde in Patienten mit 
ERBB2-positiven Status ein Trend zur verringerten TXNIP Expression detektiert. Dieser Trend erwies 
sich nur in der Gesamtkohorte als signifikant. Die dargestellten Boxen entsprechen dem Bereich, in 
dem  die mittleren 50% der Daten liegen. Diese werden durch den Median in das obere und untere 
Quantil unterteilt. Die Länge der Box wird durch den Interquartilabstand bestimmt, der ein Maß für die 
Streuung der Daten darstellt. Die Fehlerbalken (Antennen) beschreiben die außerhalb der Box 
liegenden Werte. Daten, die außerhalb der Antennen und er Box liegen, sind als Punkte gekennzeich-
net und gelten als ausreißerverdächtig.  
 
 P=0,320                               p=0,241                              p=0,059                             p=0,031 
P=0,002                               p=0,032                              p<0,001                             p<0,001 
Mainz Kohorte (n=200)     Rotterdam Kohorte (n=286)  Transbig Kohorte (n=302)  Gesamt Kohorte (N=788) 
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3.4 Der Expressionsstatus von ERBB2/NeuT steht in Zusammenhang mit dem 
Expressionsmuster von TrxR und TXNIP in MCF-7/NeuT Zellen  
Gestützt durch die klinischen Daten der Brustkrebspatienten wurde im weiteren 
Verlauf dieser Arbeit ein Einfluss von ERBB2/NeuT auf das Thioredoxinsystem in 
vitro unter Verwendung des MCF-7/NeuT Zellsystems untersucht.  
 
3.4.1 TrxR und TXNIP zeigen ein verändertes Expressionsmuster infolge der 
ERBB2/NeuT Onkogentransformation in MCF-7/NeuT Zellen  
Infolge der Assoziation von TrxR und TXNIP mit dem klinisch relevanten ERBB2 
Status und dem gefundenen Zusammenhang zwischen der TrxR und TXNIP RNA 
Expression und dem metastasefreien Überleben von Brustkrebspatienten sollte eine 
Regulation des Thioredoxinsystems durch ERBB2/NeuT untersucht werden. Dazu 
konnten bereits durchgeführte Affymetrix Gene Array Analysen innerhalb der 
Arbeitsgruppe um Prof. Jan Hengstler genutzt werden, welche die Veränderung des 
RNA Expressionsmusters nach Einschalten der NeuT-Expression durch Doxyzyklin 
(Tet-On) zeigten. Nach Einschalten der NeuT Expression, definiert als Tag 0, wurde 
in bestimmten Zeitintervallen (bis 14 Tage) RNA aus Zellen isoliert, in cDNA 
konvertiert und mittels Affymetrix Gene Array auf Veränderungen der Genexpression 
genomweit untersucht. Die zeitabhängigen Expressionsdaten für die Mitglieder des 
Thioredoxinsystems Thioredoxin Reduktase, Thioredoxin und TXNIP sind 





















































Abbildung 3.8: ERBB2/NeuT vermittelte Veränderung der Expression von TXNIP, TrxR und Trx 
in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit Doxyzyklin inkubiert. Anschließend 
wurden RNA-Extrakte isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels Affymetrix Gene Array HG-U133A 
Plus 2 analysiert. Das Ergebnis repräsentiert Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei 
unterschiedlichen Probesets der Expression von TXNIP. TrxR und Trx. Die Proben der 
unterschiedlichen Zeitpunkte wurden auf die Kontrollbedingung (0h) normiert. Positive Werte 
beschreiben eine fach-gesteigerte Expression des untersuchten Zielgens im Vergleich zur 
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Abbildung 3.9: ERBB2/NeuT-vermittelte Veränderung der RNA Expression von TXNIP, TrxR und 
Trx in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit Doxyzyklin inkubiert. Anschließend 
wurde RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und mittels qRT-PCR analysiert. Das Ergebnis zeigt 
Mittelwerte und Standardabweichungen aus n=3 unabhängigen Experimenten. Die Proben der 
unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung 
(0h, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung gesteigerte Expression, 
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Die Gene Array Expressionsdaten von TXNIP konnten im MCF-7/NeuT Zellsystem 
nach Doxyzyklin Inkubation erfolgreich mittels qRT-PCR bestätigt werden. Zunächst 
konnte bis Tag 3 eine kontinuierliche Repression der RNA gezeigt werden ehe bis 
Tag 7 das Ausgangniveau wieder erreicht bzw. bis Tag 14 sogar minimal 
überschritten wurde. Lediglich die Kontrollproben zeigten ab Tag 7 eine stark gestei-
gerte RNA Expression, die bis Tag 14 stagnierte und möglicherweise auf die 
zunehmende Zelldichte zurückzuführen war. Das Expressionsniveau der TrxR zeigte 
sich im zeitlichen Verlauf zwar erhöht, vergleichsweise jedoch schwächer als beim 
Gene Array. Die Kontrollsituation zeigte dagegen eine kontinuierliche Abnahme der 
TrxR Expression. Während Trx gemäß Gene Array Daten einen vergleichbaren 
Expressionsverlauf zu TrxR zeigte, konnte dies mittels quantitativer realtime PCR 
nicht bestätigt werden, da diese Daten einen Trend der zeitabhängigen RNA 
Repression aufzeigten. Dieser Sachverhalt lag sowohl in der Kontrollsituation als 
auch in der durch onkogen-vermittelte Zelltransformation vor. Der Informationsgehalt 
der vorliegenden RNA Daten gibt jedoch keinen Aufschluss über die Proteinex-
pression, da RNA- und Proteinlevel nicht immer in gleichem Maße exprimiert werden 
Daher wurden zusätzlich die zeitabhängigen Proteinlevel von TrxR, Trx und TXNIP 
unter Kontrollbedingungen sowie nach ERBB2-vermittelter Onkogentransformation 
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Während unter Kontrollbedingungen bereits ein Anstieg der Proteinexpression von 
TXNIP beobachtet werden konnte und damit im möglichen Zusammenhang mit der 
Zelldichte steht, zeigte sich für Doxyzyklin-behandelte Zellen im Gegensatz zu den 
Daten des Gene Arrays und der qRT-PCR ein hohes basales Level über den 
gesamten Inkubationszeitraum. Für TrxR zeigte sich über den Inkubationszeitraum 
von 14 Tagen ein konstanter Level an Protein. Doxyzyklin-behandelte Zellen zeigten 
ab Tag 3 eine eindeutig gesteigerte Expression von TrxR, die bis Tag 14 konstant 
hoch blieb und sich mit den Ergebnissen von Gene Array und qRT-PCR deckte. Für 
Thioredoxin zeigte das Level an Gesamtprotein in unbehandelten und behandelten 
Zellen keinen signifikanten Unterschied.  
 
Zusammenfassend zeigte sich insgesamt sowohl für TXNIP als auch für Trx keine 
zuverlässige Übereinstimmung im Hinblick ihrer RNA- und Proteindaten. Für TrxR 
wurde unter Verwendung des MCF-7/NeuT Zellsystems ein direkter Zusammenhang 
zwischen Genexpression und ERBB2 Überexpression deutlich. Aus diesem Grund 
konzentrierten sich die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente auf die 
mechanistische Aufklärung der Hochregulierung von TrxR durch ERBB2.  
 
3.5 ERBB2/NeuT onkogen-vermittelte Aktivierung von Signalwegen in seneszenten 
MCF-7 Zellen  
Die Überexpression von NeuT resultiert in der Aktivierung von zahlreichen Signal-
wegen, die unter anderem Prozesse wie Apoptose oder Proliferation innerhalb einer 
Trx 
β-Aktin 
                             0h        6h           1d            3d           7d          14d  
                                             -      +      -      +      -      +      -      +      -     + Dox 
12 kDa 
42 kDa 
Abbildung 3.10: ERBB2/NeuT-vermittelte Protein Expression von TXNIP, TrxR und Trx in MCF-
7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit und ohne Doxyzyklin inkubier. 
Anschließend wurden Proteinextrakte generiert und mittels Western Blot Analyse detektiert. 
Dargestellt ist jeweils ein repräsentativer Western Blot aus n=3 unabhängigen Experimenten. 
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Zelle steuern. Dazu zählen sowohl der RAS/RAF/MEK/ERK und PI3K/AKT als auch 
der p38 Signalweg im späten Stadium der Seneszenz (Cadenas et al., 2010, Trost et 
al., 2005). Da sich eines der Ziele dieser Arbeit auf die mechanistische Aufklärung 
der onkogen-vermittelten Hochregulation der TrxR konzentriert, wurde zunächst ein 
möglicher direkter zeitabhängiger Einfluss von NeuT sowie der vier bedeutenden 
Signalwege RAS/RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT, p38/MAPK sowie SAPK/JNK auf die 
Regulation von TrxR untersucht. Dazu wurden MCF-7/NeuT Zellen über einen 
Zeitraum von insgesamt 7 Tagen mit Doxyzyklin und entsprechenden Inhibitoren, 
welche die beschriebenen Signalwege blockieren, inkubiert und hinsichtlich des 
RNA- bzw. Proteinlevels von TrxR mittels qRT-PCR und Western Blot analysiert.  
 
3.5.1 NeuT beeinflusst die Expression von TrxR nur indirekt 
Durch die Doxyzyklin-induzierte Onkogentransformation in Folge der ERBB2/NeuT 
Überexpression konnte ein zeitabhängiger Anstieg von TrxR sowohl auf RNA als 
auch auf Proteinebene gefunden werden. Bisher konnte allerdings nicht geklärt 
werden, welchem molekularen Mechanismus diese Veränderung zu Grunde liegt. Um 
diesen Sachverhalt aufzuklären bzw. besser zu verstehen, sollte zunächst ein 
möglicher direkter Einfluss von NeuT auf TrxR herausgefunden werden. Das 
verwendete MCF-7/NeuT Modell zeichnet sich dadurch aus, dass NeuT zum einen 
stark überexprimiert wird und zum anderen konstitutiv aktiv ist. Der Versuchsansatz 
sah daher eine Inaktivierung von NeuT vor, welche durch die Substanz Lapatinib 
gewährleistet werden sollte. Bei Lapatinib handelt es sich um einen Tyrosinkinase-
Inhibitor, der im Bereich der klinischen Forschung zur Behandlung von Patientinnen 
mit HER2/Neu positivem Mammakarzinom eingesetzt wird [3, 85, 213, 214].  
 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von insgesamt 3 und 7 Tagen mit 
Lapatinib allein sowie in Kombination mit Doxyzyklin während der induzierten NeuT 
Überexpression behandelt (Abb. 3.11). Dazu wurden zunächst Toxizitätsstudien 
(Neutralrot Assay) durchgeführt, um eine adäquate, nicht zytotoxische Behandlung 
mit Lapatinib zu gewährleisten. Um die erfolgreiche Inhibierung von NeuT durch 
Lapatinib zu überprüfen, wurde das Phosphorylierungslevel von ERK1/2 (Abb. 3.12) 
untersucht, da bereits erfolgreich gezeigt werden konnte (Dissertation Trost, 2005), 
dass NeuT zur Aktivierung und daher Phosphorylierung von ERK1/2 führt.  
  Ergebnisse
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Abbildung 3.11: Einfluss der Hemmung der NeuT Kinaseaktivität durch Lapatinib auf die 
Vitalität von MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 3 und 7 Tagen mit Doxyzyklin und/oder Lapatinib 
(1 µM), einem NeuT Tyrosinkinasehemmer, inkubiert. Die Zugabe von Lapatinib erfolgte stets 1 Sunde 
vor Doxyzyklin Zugabe. Anschließend wurden Veränderungen der Zell Vitalität mittels Neutralrotassay 
bestimmt. Die generierten Proben wurden auf die Kontrollbedingung (Vitalität 100%, FM= Full Media, 
DMSO= 0,1%) normiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen zweier biolo-
gischer Replikate eines Experiments aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten.  
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Zunächst konnte gezeigt werden, dass die Inkubation mit Lapatinib nach 3 Tagen 
keine Zytotoxizität aufwies bzw. die Vitalität in der Seneszenz mit und ohne 
Inaktivierung von NeuT sogar leicht anstieg. Allerdings konnte sowohl nach 3 als 
auch nach 7 Tagen nur eine geringe Minimierung der TrxR RNA Expression als Folge 
der NeuT Inaktivierung durch Lapatinib festgestellt werden. Die Untersuchung des 
Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 mittels Immunoblottings zeigte, dass ERK1/2 
nach wie vor stark phosphoryliert vorlag und Lapatinib nicht in der Lage war dieses 
zu unterdrücken. Gleichzeitig konnte eine Hemmung von endogenem ERK1/2 durch 
Lapatinib aufgezeigt werden, da sowohl die Gesamtproteinmenge von ERK1/2 als 
















 3d   7d 
Abbildung 3.12: Einfluss der Hemmung der NeuT Kinaseaktivität durch Lapatinib auf die TrxR 
Expression von MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 3 und 7 Tagen mit Doxyzyklin und/oder Lapatinib 
(1 µM), einem NeuT Tyrosinkinasehemmer, inkubiert. Anschließend wurden sowohl RNA- als auch 
Proteinextrakte generiert und mittels qRT-PCR und Western Blot Technik hinsichtlich der TrxR 
Expression untersucht. Um die Wirkungsweise von Lapatinib zu bestätigen, wurde der Phosphory-
lierungsgrad von ERK1/2 untersucht, welcher durch Doxyzyklin-Induktion über NeuT stark induziert 
wird und durch Lapatinib infolge einer möglichen NeuT Inhibition reduziert werden sollte. Das Ergeb-
nis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate 
eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen 
Experimenten. Die RNA Proben der verschiedenen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 
Methode auf die Kontrollbedingung (0h, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbe-
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Dieses Ergebnis ließ vermuten, dass NeuT nicht durch Lapatinib hemmbar war. Eine 
mögliche Ursache könnte auch dadurch bedingt sein, dass die hohe Menge an 
überexprimierten NeuT nicht durch den Inhibitor aufgefangen werden und inhibiert 
werden konnte. Eine wahrscheinliche Erklärung könnte in der Punktmutation von 
NeuT, die zur konstitutiven Aktivität des Rezeptors führt, zu finden sein. Die Mutation 
findet sich in der Transmembrandomäne des Rezeptors und führt durch den 
Aminosäureaustausch zu einer strukturellen Änderung der Rezeptorkonformation von 
NeuT, so dass vermutlich die Tyrosinkinase Domäne infolgedessen nicht durch 
Lapatinib hemmbar ist.  
 
3.5.2 Der MEK/ERK Signalweg zeigt eine mögliche Beteiligung an der Regulation 
von TrxR 
Über das RAS Protein werden viele intrazelluläre Prozesse gesteuert, die zu unter-
schiedlichen Phänotypen führen können. Viele Studien haben gezeigt, dass die 
Überexpression des RAS bzw. RAF Proteins die Proliferation von Zellen unterbindet 
und sogar vorzeitige Seneszenz auslösen kann [71, 215]. Auf der anderen Seite 
begünstigt mutiertes RAS die Tumorentstehung infolge der unkontrollierten Zellpro-
liferation, indem beispielsweise Tumorsuppressorgene ausgeschaltet werden [216]. 
Um einen Einfluss des RAS/RAF/MEK/ERK Signalweges auf die Expression von 
TrxR zu untersuchen, wurde dieser durch Verwendung eines MEK1/2 Inhibitors 
(PD98059) blockiert. MEK1/2 Inhibitoren besitzen eine hohe klinische Relevanz und 
sind daher von besonderer Bedeutung. Außerdem sollte gezeigt werden, in wieweit 
die gesteigerte Expression von TrxR in MCF-7/NeuT Zellen durch zusätzliche 
Blockade von MEK beeinflusst wird. Durch Inhibition von MEK1/2 wird die 
Phosphorylierung seiner beiden Zielproteine, ERK1/2, unterbunden. Bei ERK1 und 
ERK2 handelt es sich um zwei 42 kDa bzw. 44 kDa große Serin/Threonin Kinasen, 
welche durch gleichzeitige Phosphorylierung der Threonin- bzw. Tyrosinreste aktiviert 
werden. Während humanes ERK1 an den Positionen Thr202/Tyr204 phosphoryliert 
wird, geschieht dies bei ERK2 an den Positionen Thr185/Tyr187 [217]. Die 
Funktionalität des verwendeten Inhibitors sowie die RNA und Proteinexpressions-
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Abbildung 3.13: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA- und Proteinexpression von 
TrxR 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen bzw. 1 und 7 Tagen mit dem 
MEK1/2 Inhibitor PD98059 (25 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Zur Kontrolle der Wirkungsweise 
von PD98059 wurde der Phosphorylierungsgrad von ERK1/2, Substrat von MEK1/2, mittels Western 
Blot analysiert. Eine mögliche Veränderung der RNA- und Proteinexpression von TrxR wurde mittels 
qRT-PCR und Western Blot untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen 
(RNA Expression) dreier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Wes-
tern Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen 
Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (0h) normiert. 
Dieser Wert entspricht 1 und ist nicht gesondert aufgeführt. Werte >1 beschreiben eine zur 
Kontrollbedingung gesteigerte Expression, Werte <1 eine verminderte Expression. 
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Es zeigte sich, dass die basale Phosphorylierung von ERK1/2 in den unbehandelten 
Kontrollzellen grundsätzlich nur sehr schwach vorlag. Eine andere Situation 
skizzierte sich erwartungsgemäß bereits 1 Tag nach NeuT Induktion. Der Phospho-
rylierungsgrad war bereits maximal und lag auch nach 7 Tagen unverändert hoch vor. 
Die durch NeuT hervorgerufene Aktivierung von ERK1/2 konnte durch den MEK 
Inhibitor beträchtlich reduziert, jedoch nicht vollständig aufgehoben werden Während 
die basale Expression von TrxR auf RNA Ebene erwartungsgemäß über den 
gesamten Zeitraum konstant abnahm, blieb die Proteinmenge unverändert. Auch die 
durch NeuT Induktion hervorgerufene gesteigerte TrxR Expression war sowohl auf 
RNA als auch auf Proteinebene nachweisbar. Überraschenderweise zeigte sich ein 
enormer Anstieg des RNA Levels von TrxR (Faktor 6) durch die Blockade von 
MEK1/2. Dieser Effekt verstärkte sich durch die Kombination von NeuT Induktion und 
MEK1/2 Inhibition und zeigte seinen Höchstwert nach 7 Tagen (Faktor 10). Diese 
Ergebnisse ließen sich per Immunoblot zwar grundsätzlich bestätigen, allerdings 
nicht so signifikant wie auf RNA Ebene. Um den Effekt der stark erhöhten RNA 
Expression von TrxR zu bestätigen, wurden obige Experimente aufgrund der enorm 
gesteigerten RNA Expression analog mit einem zusätzlichen MEK1/2 Inhibitor, 
U0126, durchgeführt (Abb 3.14).  
                   
Abbildung 3.14: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA Expression von TrxR mittels 
U0126 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen mit dem MEK1/2 Inhibitor U0126 
(10 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Eine mögliche Veränderung der RNA Expression von TrxR 
wurde mittels qRT-PCR untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA 
Expression) aus n=2 biologischen Replikaten eines Experiments. Die RNA Proben der unterschied-
lichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (0h, Wert 
1) normiert. Dieser Wert ist nicht gesondert aufgeführt. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbe-
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Wie bei PD98059 führte die Behandlung mit U0126 zu einer Erhöhung der TrxR RNA 
Expression (Faktor 5), welche in Kombination mit Doxyzyklin minimal gesteigert 
wurde (Faktor 6). Obwohl beide Inhibitoren ein ähnliches Ergebnis aufzeigten, 
unterschieden sie sich in der Effizienz der Hemmung von MEK1/2. PD98059 bindet 
inaktives, nicht phosphoryliertes MEK1/2 und blockiert dessen Aktivierung durch das 
in der Signalkaskade vorgeschaltete c-RAF Protein. Allerdings zeigte PD98059 eine 
effizientere Blockade für MEK1 im Vergleich zu MEK2 [218]. U0126 inhibiert MEK1/2 
in gleicher Weise wie PD98059, zeigt allerdings eine höhere Sensitivität bzgl. MEK1 
und MEK2 [219].  
 
Allerdings ist zu berücksichtigen, dass es bei der Behandlung sowohl mit PD98059 
als auch mit U0126 zu „Off-Target“ Effekten kommen kann, die zu unerwünschten 
Nebeneffekten in der Zelle führen können. Für die verwendeten Inhibitoren ist neben 
der MEK1/2 Hemmung auch eine mögliche ERK5 Inhibition in der Literatur 
beschrieben [220]. Aus diesem Grund wurden obige Experimente mit einem spezi-
fischen MEK5 Inhibitor, (BIX02189), durchgeführt, um eine mögliche MEK5/ERK5 
Inhibierung und daraus resultierender TrxR Expression auszuschließen.  
 
3.5.2.1 Die Regulierung von TrxR ist MEK5/ERK5 unabhängig 
Zur Aufklärung eines möglichen „Off-Target“ Effekts der Inhibitoren PD98059 und 
U0126 wurden obige Experimente analog unter Verwendung des spezifischen MEK5 
Inhibitors (BIX02189) durchgeführt. Unter physiologischen Bedingungen phos-
phoryliert MEK5 sein Substrat ERK5 und aktiviert es [220-222]. Sollte die durch 
PD98059 und U0126 induzierte RNA Expression von TrxR als „Off-Target“ Effekt 
über die Hemmung des MEK5/ERK5 Signalweges laufen, würde dies durch Inhibition 
von MEK5 mittels BIX02189 ebenfalls zur RNA Induktion führen. Der Einfluss der 
Hemmung von MEK1/2 auf die RNA Expression von TrxR ist in Abbildung 3.15 
dargestellt.   
  Ergebnisse
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Abbildung 3.15: Einfluss der Hemmung von MEK1/2 auf die RNA Expression von TrxR 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen mit dem MEK5 Inhibitor 
BIX02189 (20 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Eine mögliche Veränderung der RNA Expression 
von TrxR wurde mittels qRT-PCR untersucht Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweich-
ungen (RNA Expression) aus n=2 biologischen Replikaten eines Experiments. Die RNA Proben der 
unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung 
(0h, Wert 1) normiert. Dieser Wert ist nicht gesondert aufgeführt. Werte >1 beschreiben eine zur 
Kontrollbedingung gesteigerte Expression, Werte <1 eine verminderte Expression. 
 
 
Die RNA Expression von TrxR wurde durch Verwendung des MEK5 Inhibitors 
BIX02189 nicht drastisch gesteigert. Diese lag mit einem Faktor von maximal 2 im 
Vergleich zur Kontrollsituation (=1) im Bereich der natürlichen Schwankung. Das 
Ergebnis ließ vermuten, dass MEK5 keinen Einfluss auf die Expression von TrxR hat. 
 
3.5.2.2 Knockdown von MEK1/2 und ERK1/2 mittels siRNA zeigt keinen Einfluss auf 
die Regulation von TrxR 
Um die mechanistische Regulation der Expression von TrxR weiter aufzuklären und 
eine Beteiligung von MEK1/2 und ERK1/2 zu bestätigen, wurden die entsprechenden 
Isoformen jeweils getrennt voneinander durch komplementäre siRNA herunterregu-
liert und hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die TrxR RNA- und Proteinexpression un-
tersucht. Sollten sowohl die Inhibition von MEK1/2 durch PD98059 als auch das 
gezielte Ausschalten dieser Gene zur gesteigerten TrxR Expression führen, läge die 
Vermutung nahe, dass TrxR über den MEK/ERK Signalweg reguliert wird. Um dies 
zu überprüfen, wurde zunächst der Erfolg der Herunterregulation von MEK1/2 und 
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Abbildung 3.16: MEK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für 48 Stunden mit zwei unterschiedlichen und spezifischen siRNA (10 
nM) Konstrukten, die gegen MEK1 bzw. MEK2 gerichtet sind, inkubiert. Anschließend wurden sowohl 
RNA- als auch Proteinlysate hergestellt und mittels qRT-PCR bzw. Western Blot Technik hinsichtlich 
des KD Erfolges analysiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA 
Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western 
Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen 
Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) 
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Die Herunterregulation von MEK1 und MEK 2 betrug je nach verwendeter siRNA 
zwischen 30 und 70% (RNA). Das Phosphorylierungsmuster der MEK1/2 defizienten 
Zellen zeigte im Vergleich zur Kontrollsituation keinen Unterschied, eine starke 
Abnahme der Gesamtproteinmenge von MEK1 bzw. MEK2 durch siRNA konnte 
nachgewiesen werden und zeigte damit eine erfolgreiche Herunterregulation dieser 
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Abbildung 3.17: ERK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für 48 Stunden mit zwei unterschiedlichen und spezifischen siRNA (10 nM) 
Konstrukten, die gegen ERK1 bzw. ERK2 gerichtet sind, inkubiert. Anschließend wurden sowohl RNA- 
als auch Proteinlysate hergestellt und mittels qRT-PCR bzw. Western Blot Technik hinsichtlich des KD 
Erfolges analysiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) 
zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus 
insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte 
wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte 
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ERK2. Für beide Isoformen konnte eine erfolgreiche Repression sowohl auf RNA- als 
auch auf Proteinebene erzielt werden. ERK1/2 RNA und ERK1 Protein wurden mit 
über 90% nahezu komplett herunterreguliert. Die Repression von ERK 1 resultierte in 
einen Verlust der ERK1 Phosphorylierung, gleichzeitig wurde auch die Gesamtpro-
teinmenge von ERK1 nahezu komplett herunterreguliert. Die Repression von ERK2 
zeigte ein vergleichbares Ergebnis, wenngleich die Herunterregulation auf Protein-
ebene sowohl für phosphoryliertes als auch nicht-phosphoryliertes ERK2 nicht 
vollständig gelungen ist. In Zusammenhang mit dem Knockdown der jeweiligen MEK 
bzw. ERK Isoformen wurde hinsichtlich der mechanistischen Regulation die Express-
ion von TrxR untersucht (Abb. 3.18 und 3.19). 































































TrxR Expression  
Abbildung 3.18: Einfluss des MEK1/2 Knockdown auf die TrxR Expression in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für 48 Stunden mit spezifischer gegen MEK1/2 gerichteter siRNA inkubiert. 
Anschließend wurden RNA und Proteinlysate hergestellt und hinsichtlich TrxR Expression mittels qRT-
PCR und Western Blot Technik untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen 
(RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Wes-
tern Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeit-
punkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. 
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Sowohl der Knockdown von ERK1/2 als auch von MEK1/2 zeigte keinen starken 
Einfluss auf die RNA- und Proteinexpression von TrxR. Die TrxR Expression schwan-
kte nach MEK1 und MEK2 Repression nur geringfügig und unterschied sich nicht 
signifikant von der Kontrollsituation. Auf Proteinebene konnte ebenfalls keine 
Veränderung aufgezeigt werden. Ein ähnliches Ergebnis zeigte die Repression 
beider ERK Isoformen auf. Während die Herunterregulation von ERK1 keinen 
Einfluss auf die TrxR Expression hatte, resultierte die ERK2 Repression in einer bis 





















































TrxR Expression  
Abbildung 3.19 Einfluss des ERK1/2 Knockdown auf die TrxR Expression in MCF-7/NeuT 
Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für 48 Stunden mit spezifischer gegen ERK1/2 gerichteter siRNA 
inkubiert. Anschließend wurden RNA und Proteinlysate hergestellt und hinsichtlich TrxR Expression 
mittels qRT-PCR und Western Blot Technik untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und 
Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie 
einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA 
Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die 
Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung 
gesteigerte Expression, Werte <1 eine verminderte Expression. 
β-Aktin 
TrxR 
ERK1 KD ERK2 KD 
    FM       A        B         A        B             FM        A          B        A        B 





- 94 - 
 
Proteinexpression allerdings nicht, diese blieb unverändert und ist mit der der 
Kontrollsituation vergleichbar. Schlussendlich konnte eine Regulation der TrxR 
Expression über MEK bzw. ERK nicht nachgewiesen werden. Um einen möglichen 
Kompensationsmechanismus, der durch das Herunterregulieren von nur einer Iso-
form und das gleichzeitige Einspringen der anderen bedingt sein könnte, auszu-
schließen, erfolgte das gleichzeitige Ausschalten von MEK1/2 bzw. ERK1/2 (Abb. 
3.20 und 3.21).  
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Abbildung 3.20: MEK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden gleichzeitig für 48 Stunden mit spezifische siRNA (10 nM) Konstrukten, 
die gegen MEK1 bzw. MEK2 gerichtet sind, inkubiert. Anschließend wurden sowohl RNA- als auch 
Proteinlysate hergestellt und mittels qRT-PCR bzw. Western Blot Technik hinsichtlich des KD Erfolges 
analysiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier 
biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt 
n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter 
Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschrei-
ben eine zur Kontrollbedingung gesteigerte Expression, Werte <1 eine verminderte Expression. 
MEK1/2 
Phospho MEK1/2 
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Das gleichzeitige Herunterregulieren von MEK1/2 zeigte auf RNA eine Effizienz von 
etwa 45%, auf Proteinebene spiegelte sich dieser Effekt deutlicher wieder. Eine 
basale Phosphorylierung von MEK1/2 konnte nicht detektiert werden, dafür konnte 
die Gesamtproteinmenge erfolgreich und signifikant herunterreguliert werden. Für 
ERK1/2 zeigt sich auf RNA Ebene mit über 90% eine nahezu komplette Herunterre-




















































       FM       Neg 1    Neg 2     ERK                  
   siRNA             
ERK1/2 KD 
Abbildung 3.21: ERK1/2 Knockdown in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden gleichzeitig für 48 Stunden mit spezifische siRNA (10 nM) Konstrukten, 
die gegen ERK1 bzw. ERK2 gerichtet sind, inkubiert. Anschließend wurden sowohl RNA- als auch 
Proteinlysate hergestellt und mittels qRT-PCR bzw. Western Blot Technik hinsichtlich des KD Erfolges 
analysiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier 
biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt 
n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter 
Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 
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Gesamtproteinmenge. Abschließend wurde ein möglicher Einfluss des Knockdowns 
von MEK1/2 bzw. ERK1/2 auf die Expression von TrxR untersucht (Abb. 3.22).  
















Zusammenfassend konnte kein Einfluss durch die Herunterregulation von sowohl 
MEK1/2 als auch ERK 1/2 auf die RNA- und Proteinexpression von TrxR gezeigt 
werden. Das steht im Gegensatz zu der beobachteten Hochregulation von TrxR nach 











































TrxR Expression  
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Abbildung 3.22: Einfluss des Mek1/2 und ERK1/2 Knockdown auf die TrxR Expression in MCF-
7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für 48 Stunden mit spezifischer gegen MEK1/2 und ERK1/2 gerichteter 
siRNA inkubiert. Anschließend wurden RNA und Proteinlysate hergestellt und hinsichtlich TrxR 
Expression mittels qRT-PCR und Western Blot Technik untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte 
und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments 
sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA 
Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die 
Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung gestei-
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3.5.3 Der AKT/PI3K Signalweg zeigt eine Beteiligung an der Unterdrückung der 
TrxR Expression 
Der AKT/PI3K Signalweg stellt einen sehr komplexen SIgnaltransduktionsweg in der 
Zelle dar. Vielfältige Zellvorgänge wie Proliferation, Stoffwechsel und Apoptose wer-
den unter anderem durch diesen Weg reguliert. Innerhalb der wissenschaftlichen 
Literatur wird die Rolle von aktiviertem AKT kontrovers diskutiert. So zeigen einige 
Studien, dass AKT zelluläre Seneszenz induziert [223-225] während andere belegen, 
dass AKT nur einen schwachen Einfluss auf die Induktion von Seneszenz besitzt [70] 
oder gar in Folge dieser herunterreguliert wird bzw. diese antagonisiert [215, 226]. In 
Bezug auf verschiedene Krebsarten spielt der AKT/PI3K Signalweg ebenfalls eine 
dominierende Rolle, da dieser meist als Folge einer „loss-of-function“ Mutation des 
Proteins PTEN konstitutiv aktiv ist, ähnlich wie mutiertes RAS, und zu vermehrter 
Proliferation und verminderter Apoptose führt [227, 228]. Um einen möglichen 
Einfluss des AKT/PI3K Signalweges auf die Regulation von TrxR zu untersuchen, 
wurde dieser durch Hemmung der PI3K mittels Inhibitor LY294002 unterdrückt. 
Außerdem sollte durch Hemmung des AKT/PI3K Signalweges bei gleichzeitiger 
NeuT Expression ein möglicher Einfluss auf die TrxR Expression veranschaulicht 
werden. Die Hemmung von PI3K durch LY294002 resultierte in der unterdrückten 
Phosphorylierung (Thr308/Ser473) seines Substrates, der Serin/Threonin Kinase 
AKT (60 kDa). Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.23 aufgeführt. 
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Das Ergebnis zeigte, dass infolge der NeuT Induktion AKT bereits nach Tag 1 
aktiviert (phosphoryliert) vorlag und dieser Zustand auch nach 7 Tagen aufrechter-
halten wurde. Infolge der PI3K Hemmung durch LY294002 wurde die AKT Phosphor-
ylierung an Tag 1 erfolgreich unterdrückt, allerdings gelang die Hemmung der AKT 
Phosphorylierung bei gleichzeitiger Überexpression von NeuT an Tag 7 nicht mehr. 
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Abbildung 3.23: Einfluss der Hemmung von PI3K auf die RNA- und Proteinexpression von 
TrxR 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen bzw. 1 und 7 Tagen mit dem 
PI3K Inhibitor LY294002 (20 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Zur Kontrolle der Wirkungsweise von 
LY294002 wurde der Phosphorylierungsgrad von AKT, Substrat von PI3K, mittels Western Blot 
analysiert. Eine mögliche Veränderung der RNA- und Proteinexpression von TrxR wurde mittels qRT-
PCR und Western Blot Technik untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweich-
ungen (RNA Expression) dreier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsen-
tativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der 
unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedin-
gung (0h, Wert 1) normiert. Dieser Wert entspricht =1 und ist nicht gesondert aufgeführt. Werte >1 
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MEK1/2, in einer gesteigerten RNA Expression von TrxR. Gleichzeitig wurde dieser 
Effekt durch zusätzliche NeuT Induktion besonders beim Übergang in die Seneszenz 
an Tag 3 maximiert. Eine Korrelation von RNA und Proteindaten ließ sich allerdings 
nur bedingt aufzeigen. Die bereits an Tag 1 gesteigerte RNA Expression korrelierte 
nicht mit einem erhöhten Proteinlevel, was sich möglicherweise durch eine zeitlich 
verzögerte Abfolge der Proteintranslation erklären ließe. An Tag 7 zeigte nur die 
Hemmung von PI3K in Kombination mit NeuT Induktion ein entsprechend hohes 
Proteinlevel auf, während die alleinige Inaktivierung von AKT auf Proteinebene ein 
mit der Kontrollsituation vergleichbares basales Level aufwies. 
 
3.5.4 Die Hemmung des p38 Signalweges steigert die Expression von TrxR  
Der p38/MAPK Signalweg stellt einen wichtigen Signaltransduktionsweg in Hinblick 
auf Stressfaktoren, die von außen auf die Zelle einwirken, dar. Dazu zählen Stimuli 
wie inflammatorische Cytokine, UV-Strahlung, Hitzeschock aber auch Wachstums-
faktoren. Des Weiteren ist dieser Signalweg, ebenso wie MEK/ERK und AKT/PI3K an 
der Zelldifferenzierung, Zellproliferation aber auch Apoptose beteiligt [229-231]. 
Verschiedene Studien belegen, dass p38 eine bedeutende Rolle in der Vermittlung 
zellulärer Seneszenz einnimmt [84, 232, 233]. Arbeiten haben bereits gezeigt, dass 
p38 in Folge der NeuT-vermittelten Seneszenz im MCF-7 Modell durch Phosphory-
lierung der Aminosäuren Thr180/Tyr182 aktiviert wird (Trost et al. 2005). Zudem gibt 
es Hinweise in der Literatur, die zeigen, dass der p38/MAPK Signalweg einen 
indirekten Einfluss auf das Thioredoxinsystem besitzt. So führen beispielsweise 
Hyperglykämien zu oxidativem Stress und als Konsequenz zu kardiovaskulären 
Krankheiten bei Diabetes. Auslöser kann die Generierung hoher Level an ROS durch 
die Inaktivierung von Thioredoxin, welche durch eine gesteigerte Expression von 
TXNIP, natürlicher Inhibitor von Trx, einhergeht. Der Prozess der gesteigerten TXNIP 
Expression wird durch p38 gesteuert [234]. Um einen möglichen Einfluss auf TrxR zu 
untersuchen wurde p38 mittels Inhibitor zeitabhängig (SB202190) gehemmt. Die 
Ergebnisse sind Abbildung 3.24 zu entnehmen. 
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Die Hemmung von p38/MAPK durch SB202190 zeigte auf RNA Ebene keinen 
großen Einfluss auf die Regulation von TrxR. Lediglich in seneszenten MCF-7/NeuT 
Zellen sowie die Kombination aus NeuT Überexpression und p38 Inhibition führte zu 
einem signifikanten Anstieg der RNA. Eine Korrelation mit den generierten 
Proteindaten war nur bedingt möglich. Die p38 Inhibition zeigte nach 7 Tagen eine 
mögliche Beteiligung an der TrxR Regulation, da deren Proteinlevel im Vergleich zur 
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Abbildung 3.24: Einfluss der Hemmung von P38 MAPK auf die RNA- und Proteinexpression von 
TrxR 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen bzw. 1 und 7 Tagen mit dem P38 
MAPK Inhibitor SB202190 (25 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Eine mögliche Veränderung der 
RNA- und Proteinexpression von TrxR wurde mittels qRT-PCR und Western Blot Technik untersucht. 
Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) dreier biologischer 
Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 
unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter 
Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (0h, Wert 1) normiert. Dieser Wert ist nicht 
gesondert aufgeführt. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung gesteigerte Expression, Werte 
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3.5.5 TrxR wird unabhängig vom SAPK/JNK Signalweg reguliert  
Der SAPK/JNK Signalweg zählt wie der p38/MAPK Weg zu den Stress-induzierbaren 
Signaltransduktionswegen in der Zelle. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass 
der Phosphorylierungslevel von SAPK/JNK im Zuge der NeuT-vermittelten Onkogen-
transformation unverändert blieb. Dennoch wurde durch JNK Hemmung ein mög-
licher Einfluss auf TrxR untersucht, auch wenn der SAPK/JNK Weg im Verlauf der 
Seneszenz keine entscheidende Rolle einzunehmen schien. Die Inhibition von JNK 
mittels SP600125 unterdrückte die Phosphorylierung des Substrates, Phospho-JNK 
(Thr183/Tyr185, 46 bzw. 54 kDa). Die Ergebnisse der Experimente sind in Abbildung 
3.25 aufgeführt.  
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Einen alleinigen Einfluss des SAPK/JNK Signaltransduktionsweges auf die TrxR 
Regulierung konnte nicht gezeigt werden. Sowohl RNA als auch Proteinlevel blieben 
über den gesamten Zeitraum der Inhibitor Exposition unverändert. Nur im späten 
Stadium der Seneszenz zeigte die SAPK/JNK Inhibition einen maximalen Effekt im 
Vergleich zu seneszenten Zellen, der sich wiederum auf Proteinebene nicht 
bestätigen ließ, so dass aufgrund des langen Inkubationszeitraumes auf einen 
toxischen Effekt des Inhibitors geschlossen werden musste, da Signalwege wie 
SAPK/JNK und p38/MAPK besonders empfindlich auf äußere Stressoren reagieren. 
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die untersuchten Signaltrans-
duktionswege nicht an der ERBB2-vermittelten Induktion von TrxR beteiligt sind. Auf-
fällig ist allerdings, dass alle verwendeten Inhibitoren zu einem gesteigerten TrxR 
RNA Level führen. Die Gründe dafür konnten allerdings nicht aufgeklärt werden.  
 
3.6 Untersuchung der Rolle des Thioredoxinsystems in der NeuT-vermittelten 
Seneszenz 
Um die Bedeutung von TrxR im Rahmen der NeuT-induzierten Onkogentrans-
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Abbildung 3.25: Einfluss der Hemmung von JNK auf die RNA- und Proteinexpression von TrxR 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen bzw. 1 und 7 Tagen mit dem 
JNK Inhibitor SP600125 (25 µM) und/oder Doxyzyklin inkubiert. Zur Kontrolle der Wirkungsweise von 
SP600125 wurde der Phosphorylierungsgrad von p-JNK mittels Western Blot analysiert. Eine 
mögliche Veränderung der RNA- und Proteinexpression von TrxR wurde mittels qRT-PCR und 
Western Blot Technik untersucht. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA 
Expression) dreier biologischer Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western 
Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen 
Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (0h, Wert 1) 
normiert. Dieser Wert ist nicht gesondert aufgeführt. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedin-
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führt, die zunächst Aufschluss über den Redox Status seneszenter Zellen geben 
sollten. Gleichzeitig wurde die Gesamtaktivität des Thioredoxinsystems bestimmt, um 
eine mögliche Bedeutung des gesteigerten Expressionslevels von TrxR zu erklären.  
 
3.6.1 ERBB2/NeuT induziert oxidativen Stress in MCF-7 Zellen 
Physiologische und teils pathologische Änderungen in der Zelle werden häufig mit 
oxidativen Stress in Zusammenhang gebracht und kontrovers diskutiert. Auslöser 
sind Transformationen innerhalb einer Zelle, wie z.B. Apoptose, Zellzykluspro-
gression oder das Altern der Zelle [71, 215, 216]. Studien zufolge wird oxidativer 
Stress mit der Beeinflussung und Veränderung intrazellulärer Signalwege und 
Seneszenz in Verbindung gebracht [71, 216]. Demzufolge wurde der Redox Status 
der MCF-7/NeuT Zellen, nach Induktion der NeuT Expression, auf einen möglichen 
veränderten Spiegel an oxidativen Stress untersucht. Der Level an oxidativen Stress 
wurde unter Verwendung des spektrophotometrischen Thiobarbitursäure-Assays ge-
messen (Abb. 3.26), welcher auf der Detektion von Malondialdehyd (MDA) infolge 
zellulärer Lipidperoxidation basiert, bei dem freie Radikale die Zellmembran schädi-
gen. 
Abbildung 3.26: ERBB2-vermittelter Anstieg von oxidativen Stress in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für den angegebenen Zeitraum in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin 
inkubiert. Anschließend wurden alle Zellen gesammelt und mittels TBARS Assay photometrisch bei 
530-540 nm hinsichtlich ROS analysiert. Die gemessene Menge an MDA/TBA Addukt ist ein Maß für 
die gesteigerte Lipidoxidation. Das Ergebnis repräsentiert Mittelwerte und Standardabweichungen 
zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie ein repräsentatives Ergebnis aus n=3 
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Durch die Überexpression von NeuT stieg die MDA Konzentration, welche ein 
indirektes Maß für ein gesteigertes Level an oxidativen Stress darstellte, stark an. Bei 
der Positivkontrolle handelte es sich um die Substanz Rotenon, einem Vertreter der 
Rotenoide, welches auch Verwendung als Insektizid findet. Rotenon führte zur 
Akkumulation von ROS, indem es durch Blockade von Komplex 1 die Elektronen-
übertragung der Atmungskette an der mitochondrialen Zellmembran verhinderte [235, 
236]. Die Messung des MDA-Gehaltes zeigte in den Kontrollzellen nur einen 
minimalen zeitabhängigen Anstieg, welcher möglicherweise auf eine Zunahme der 
Zelldichte zurückzuführen war. Bereits an Tag 1 lag dieser Wert deutlich über dem 
der Kontrollsituation und auf einem ähnlichen Niveau der Positivkontrolle. Ein 
Maximum wurde an Tag 14 erreicht und lag etwa um das zehnfache über dem Wert 
der Kontrolle. Oxidativer Stress wurde schlussendlich aufgrund der unmittelbaren 
ROS Akkumulation nach NeuT Überexpression direkt durch NeuT ausgelöst und er-
höht sich in der Seneszenz.  
 
3.6.2 Die Aktivität der TrxR bleibt konstant während der NeuT-vermittelten Senes-
zenz  
Redox-regulierte Proteine sind in vielen Signaltransduktionswegen involviert und 
können als Folge einer Fehlregulation zu Krankheiten oder anderen pathologischen 
Phänotypen führen, welche auf Induktion von oxidativen Stress beruhen können 
[210, 237, 238]. Bei Thioredoxin Reduktase handelt es sich um eine zentrale 
Komponente des Thioredoxin-Systems, welche Thioredoxin sowohl unter physio-
logischen Bedingungen als auch unter Bedingungen von oxidativen Stress reduziert, 
um durch ROS induzierte Proteinschäden zu beheben und den Redox Status der 
Zelle aufrecht zu erhalten [239, 240]. Im Folgenden sollte untersucht werden, inwie-
weit der gesteigerte Level an ROS durch NeuT Induktion mit der Aktivität der TrxR 
zusammenhängt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in der Seneszenz der Level 
an TrxR sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene ansteigt. Demnach wäre 
aufgrund der Aktivierung des Thioredoxinsystems, speziell durch die gesteigerte TrxR 
Expression, eine zunehmende Aktivität von TrxR zu erwarten. Vor diesem Hinter-
grund wurde die Aktivität von TrxR vor und in der Seneszenz photometrisch mittels 
Ellman´s Reagenz bestimmt [241] (Abb. 3.27).  
  Ergebnisse
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Überraschenderweise spiegelte der Sachverhalt nicht das zu erwartende Ergebnis 
bzgl. der TrxR Aktivität wieder. Es konnte weder ein Unterschied zwischen Kontroll-
zellen und NeuT induzierten Zellen noch ein zeitabhängiger Unterschied vor und in 
der Seneszenz ermittelt werden. Letztendlich konnte die gesteigerte TrxR Expression 
und die Akkumulation von ROS nicht in Einklang mit dessen unveränderter Aktivität 
























TrxR Aktivität  
TrxR 
β-Aktin 
Dox             -            +            -              + 
   1d     7d 
Abbildung 3.27: Möglicher Einfluss der gesteigerten TrxR Expression auf dessen 
Gesamtaktivität in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für einen Gesamtzeitraum von 1 bzw. 7 Tagen in An- und Abwesenheit 
von Doxyzyklin inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate hergestellt und unter Verwendung des 
TrxR Aktivitätsassay Kits bei 412 nm vermessen. Der Gesamtzeitraum der kinetischen Messung 
betrug 15 min, das jeweilige Messintervall 30 sek. Zur Überprüfung der durch Doxyzyklin induzierten 
gesteigerten Menge an TrxR  wurde ein Teil des Gesamtlysates mittels Western Blot untersucht. Das 
Ergebnis repräsentiert Mittelwerte und Standardabweichungen (Aktivitätsassay) sowie einen 
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3.6.3 Der Redox Status von Trx verändert sich zugunsten des reduzierten Zustan-
des durch Einleiten der Seneszenz   
Die Regulation von TrxR im Rahmen der NeuT induzierten Onkogentransformation 
erweist sich als sehr komplex. Um den Zusammenhang zwischen TrxR Expression, 
erhöhtem ROS Level und unveränderter TrxR Aktivität besser zu verstehen, wurde 
zunächst das TrxR Substrat, Thioredoxin, untersucht. Thioredoxin wird von TrxR 
unter Verbrauch von NADPH reduziert und aktiviert. Daher hängen die Aktivität und 
der Redox Status von Trx entscheidend von der TrxR Aktivität und der verfügbaren 
Mange an NADPH ab. Als Schlüsselenzym der zellulären Redox-Regulierung erfüllt 
es sowohl im Zytoplasma als auch im Nukleus zahlreiche Aufgaben. Die Reduktion 
und Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie z.B. p53, NF-κB oder NRF2 reguliert 
deren Fähigkeit an DNA zu binden und mögliche Zellantworten auf Stimuli wie 
oxidativen Stress oder Wachstumsfaktoren zu induzieren [242-244].  
 
Um den Redox Status von Thioredoxin zu charakterisieren, wurde zunächst die 
Redox Western Blot Technik etabliert. Für die Etablierung der Redox Western Blot 
Technik wurden MCF-7 Zellen für verschiedene Zeitpunkte mit unterschiedlichen 
Konzentrationen Wasserstoffperoxid zur Oxidation von Trx behandelt und analysiert. 
Diese Technik erlaubt die Auftrennung kleiner oxidierter und reduzierter Proteine 
voneinander. Das Prinzip basiert auf der Derivatisierung reaktiver Thiolgruppen 
mittels IAA, welches an reduzierte Thiole bindet und diesen zusätzliche negative 
Ladung verleiht, wodurch reduzierte Proteine (Trx) das elektrische Feld während der 
SDS-PAGE schneller passieren können. Oxidierte Thiole werden nicht derivatisiert 
und passieren das elektrische Feld langsamer. Für die Generierung der Kontrollen 
wurden Zellen sowohl mit einem oxidierenden (Wasserstoffperoxid) als auch einem 
reduzierenden Reagenz (DTT) behandelt. Die Ergebnisse sind anhand von Redox 
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Es zeigte sich, dass Thioredoxin unter verschiedenen Konzentrationen von Wasser-
stoffperoxid teilweise bzw. vollständig oxidiert werden konnte. Erfolgte die Exposition 
über einen längeren Zeitraum (60 min), konnte selbst kein oxidiertes Thioredoxin 
mehr detektiert werden. Eine mögliche Ursache könnte in der Aggregation über 
Disulfidbrücken mit anderen cysteinhaltigen Proteinen liegen, die als Folge zu einem 
höheren Gesamtmolekulargewicht von Trx führte [153]. Die Möglichkeit der Detektion 
der unterschiedlichen Redox Zustände von Trx erlaubte die zeitabhängige Unter-
suchung von Trx infolge der NeuT Überexpression. Das Resultat zeigte zum einen, 
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Abbildung 3.29: Redox Western Blot in MCF-7/NeuT Zellen nach Behandlung mit Doxyzyklin 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin 
inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate (+50 mM IAA) hergestellt und via Western Blot 
analysiert. Zusätzlich wurden sowohl eine Kontrolle für vollständig oxidiertes (Wasserstoffperoxid), als 
auch reduziertes (DTT) Trx hergestellt, indem die Zellen jeweils für 30 min mit Wasserstoffperoxid 
bzw. DTT inkubiert wurden. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot aus n=3 unabhängigen 
Experimenten. 
 
Zeit (min)                            10                          30                         60  
 
Abbildung 3.28: Redox Western Blot in MCF-7/NeuT Zellen nach Behandlung mit H2O2 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit unterschiedlichen Konzentrationen 
an Wasserstoffperoxid inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate (+50 mM IAA) hergestellt und 
via Western Blot analysiert. IAA bindet dabei nur an reduziertes Trx und verleiht zusätzliche negative 
Ladung, so dass reduziertes Trx das native Polyacrylamidgel schneller passiert als oxidiertes Trx. 
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lich auf Seiten des reduzierten Zustandes liegt und zum anderen, dass mit Beginn 
der Seneszenz nach NeuT Expression ab Tag 1 vermehrt reduziertes Trx im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen vorlag. Aufgrund der auftretenden ROS Akkumulation 
(Kapitel 3.6.1) wäre ein hoher Level an zumindest teilweise oxidierten Trx zu 
erwarten gewesen. Lediglich an Tag 14 zeigten auch die Kontrollzellen einen 
erhöhten Level an reduzierten Trx, welches vermutlich auf eine hohe Zelldichte und 
dem damit verbundenen Stress verknüpft ist. Zusammenfassend konnte gezeigt 
werden, dass trotz erhöhtem Level an ROS und konstanter Aktivität von TrxR ein 
gesteigerter Level an reduziertem Trx mit Beginn der Seneszenz detektiert werden 
konnte.  
 
3.6.4 Hyperoxidierung von Peroxiredoxinen als Folge von oxidativem Stress in 
seneszenten MCF-7/NeuT Zellen  
Peroxiredoxine gehören, ebenfalls wie Thioredoxin und Glutathion, zu den 
essentiellen Proteinen, die zur Aufrechterhaltung der Redox Homöostase innerhalb 
der Zelle unabdingbar sind. Sie besitzen eine Thioredoxinperoxidase Aktivität und 
spielen eine wichtige Rolle zum Schutz gegen oxidativen Stress, Altern und Krebs 
[153, 154]. Peroxiredoxine stellen damit ein funktional wichtiges Substrat von Trx dar 
und können infolge von oxidativen Stress hyperoxidiert werden, so dass eine 
Interaktion mit Trx nicht mehr möglich ist.  
 
Durch die unveränderte Aktivität von TrxR bei gleichzeitiger Zunahme der Menge an 
reduzierten Trx unter Bedingungen von oxidativen Stress ist die Aufgabe der 
gesteigerten Menge an TrxR sowie die des reduzierten Trx unklar. Vor diesem 
Hintergrund sollte zunächst die Regulation von Trx im Hinblick auf dessen Substrate, 
die Peroxiredoxine, untersucht werden. Diese wurden mittels Redox Western Blot 
zeitabhängig nach NeuT Expression hinsichtlich ihres Redox Status durch 
Verwendung eines Antikörpers, der sich spezifisch gegen eine hyperoxidierte 
funktionelle Gruppe des katalytischen Zentrums (SO3H: Sulfonsäurerest) richtet, 
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Mit Beginn der Seneszenz ab Tag 3 konnte ein Anstieg hyperoxidierter Peroxi-
redoxine detektiert werden, der im späten Stadium der Seneszenz (Tag 14) sein 
Maximum erreichte, während für die Kontrollzellen über den Gesamtzeitraum nur  ein 
minimaler Anstieg verzeichnet werden konnte. Dieser Befund lässt sich mit dem 
Anstieg von ROS in Einklang bringen, welcher einen ähnlichen Zeitverlauf aufwies. 
Gleichzeitig erklärte dies die gesteigerte Menge an reduzierten Trx in der Seneszenz. 
Hyperoxidierte Peroxiredoxine kommen für Trx nicht weiter als Substrat in Frage bzw. 
können von Trx also nicht reduziert werden, so dass dies eine Entkopplung der 
gegenseitigen Wechselwirkung zur Folge hat. Bemerkenswert ist allerdings, dass das 
Aufrechterhalten von Trx im reduzierten Zustand in einem Milieu von oxidativen 
Stress gewährleistet ist und Trx womöglich eine wichtige Rolle infolge der NeuT 
vermittelten Onkogentransformation spielt. Die Rollen von Trx und TrxR sind 
allerdings weiterhin unklar und werden daher mit Hilfe funktionaler Assays 
untersucht.  
 
3.7 Bedeutung des Thioredoxinsystems für das zelluläre Überleben 
Die Charakterisierung der ERBB2 Überexpression im MCF-7/NeuT Zellmodell hat 
sowohl massive genotypische als auch phänotypische Veränderungen aufgezeigt. 
Einerseits induziert die Onkogentransformation vorzeitige Seneszenz, die mit einer 
morphologischen Veränderung der Zellen einhergeht und zum anderen zeigen sich 
signifikante Veränderungen hinsichtlich der Expression verschiedener Gene. Im 
Fokus stehen dabei Mitglieder des Thioredoxinsystems, die mit der Regulation und 
Kontrolle von oxidativen Stress in Verbindung stehen. Die funktionale Bedeutung von 
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Abbildung 3.30: Hyperoxidierung von Peroxiredoxinen in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin 
inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate hergestellt und via Western Blot mittels spezifischen 
Antikörper für hyperoxidierte Peroxiredoxine analysiert. Dargestellt ist ein repräsentativer Western 
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den. Thioredoxin ist nicht nur an der Kontrolle und Aufrechterhaltung einer Redox 
Homöostase innerhalb der Zelle involviert, sondern zeigt laut neuen Studien auch 
eine mögliche Beteiligung an der Regulation von zellulären Degradationsprozessen, 
die mit dem Überleben der Zelle assoziiert sind.  
 
Vor diesem Hintergrund wurde der Fokus im weiteren Verlauf auf die funktionelle 
Analyse von Trx in Bezug auf das zelluläre Überleben gerichtet. Dazu wurde 
zunächst das Thioredoxin-regulierende Enzym TrxR mittels Arsentrioxid (ATO) durch 
Alkylierung des katalytisch aktiven Zentrums von TrxR gehemmt, so dass Trx nicht 
weiter reduziert werden konnte und kein Substrat mehr für TrxR darstellte. Ein Ein-
fluss der Hemmung von TrxR auf die Autophagie wurde anschließend untersucht.  
 
3.7.1 Die Hemmung von TrxR fördert die Akkumulation von Autophagosomen und 
verändert die Aktivität der Autophagie 
Um einen Einfluss von Trx auf die Autophagie zu untersuchen, wurde TrxR, welches 
Trx unter Verbrauch von NADPH reduziert, mittels ATO [245] für einen Zeitraum von 
bis zu 24 Stunden inhibiert, so dass Trx nur im oxidierten und damit inaktiven 
Zustand vorliegen sollte. Unter physiologischen Bedingungen liegt Trx in der aktiven, 
reduzierten Form in der Zelle vor (Kontrolle). Ein Vergleich mit unbehandelten 
Kontrollzellen hinsichtlich des Markerproteins für Autophagie, LC3-II, sollte Auf-
schluss über einen möglichen Zusammenhang zwischen Trx und Veränderungen der 
Autophagie liefern und ist in Form eines Western Blots in Abbildung 3.31 dargestellt.  








Durch Inhibition von TrxR durch ATO erfolgte bereits nach 3 Stunden eine partielle 
Oxidation von Trx und einer damit verbundenen Abnahme des reduzierten Zustan-
des, welche bereits nach 6 Stunden maximal war und das Gleichgewicht somit auf 
Trx (red.) 
 
ATO                 -           +          +          +           +          +          +  





Abbildung 3.31: Einfluss der Hemmung von TrxR auf den Redox Status von Trx 
MCF-7 Zellen wurden für den angegebenen Zeitraum mit Arsentrioxid (ATO, 10 µM), einem potenten 
TrxR Inhibitor, inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate (+50 mM IAA) hergestellt und via Redox 
Western Blot hinsichtlich des Redox Status von Trx analysiert. Dargestellt ist ein repräsentativer 
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Seiten des oxidierten Zustandes verschob. Nach 9 Stunden ATO Exposition war so-
wohl die Menge an oxidierten als auch reduzierten Trx minimal und blieb während 
des restlichen Inkubationszeitraumes von 24 Stunden unverändert niedrig. Die Ver-
änderung des Redox Gleichgewichts zu Gunsten des oxidierten Zustandes führte 
gleichzeitig zu einem zeitabhängigen Anstieg des Autophagiemarkers LC3-II, welcher 
nach 9 Stunden induziert wurde und nach einem Expositionszeitraum von 24 Stun-
den maximal vorlag. Dieser Sachverhalt zeigte daher eine Assoziation zwischen der 
zunehmenden Oxidation von Trx und dem Anstieg von LC3-II, welcher stellvertretend 
für die Zunahme der Anzahl der Autophagosomen steht, und damit einen möglichen 
kausalen Zusammenhang von Trx in der Autophagie aufzeigt (Abb. 3.32).  










Um einen direkten Zusammenhang zwischen Trx und der Autophagie zu bestätigen 
und einen in der Literatur beschriebenen „Off-Target“-Effekt (MAPK Signalweg 
Aktivierung, Induktion von Apoptose [246, 247]) durch die Inkubation mit ATO auszu-
schließen, wurde in nachfolgenden Experimenten das direkte Herunterregulieren von 
TrxR und Trx mittels siRNA durchgeführt. Die Herunterregulation von Trx mittels 
siRNA sollte dabei mit der Oxidation von Trx mittels ATO vergleichbar sein, da sowohl 
das komplette Fehlen als auch die Oxidation von Trx einen Verlust der Trx Funktion 
zur Folge hatte. Darüber hinaus erfolgte die Kombination von TrxR bzw. Trx Knock-
down und zusätzlicher ATO Exposition. Die Ergebnisse der erfolgreichen 
Herunterregulation von TrxR und Trx sind nachfolgend auf RNA- und Proteinebene in 
den Abbildungen 3.33 und 3.34 dargestellt. 
ATO             -         +          +          +           +           +           +  







Abbildung 3.32: Einfluss der Hemmung von TrxR auf die Autophagie 
MCF-7 Zellen wurden für den angegebenen Zeitraum mit Arsentrioxid (ATO, 10 µM), einem potenten 
TrxR Inhibitor, inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate hergestellt und via Western Blot hin-
sichtlich des Autophagiemarkers LC3-I/LC3-II untersucht. Dargestellt ist ein repräsentativer Western 
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Abbildung 3.33: Einfluss des TrxR Knockdown auf den Autophagiemarker LC3-I und LC3-II 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen TrxR gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate generiert und mittels Western Blot bezüglich Verän-
derungen von LC3-I/LC3-II analysiert. Neg1/Neg2 stellen Negativkontrollen dar, bei denen Zellen mit 
unspezifischer siRNA behandelt wurden; TR: Transfektionsreagenz. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte 
und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments sowie 
einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben 
der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbe-
dingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung gesteigerte Ex-
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Die Ergebnisse zeigten, dass TrxR und Trx sowohl auf RNA- als auch auf Protein-
ebene erfolgreich herunterreguliert werden konnten. Die Verwendung zweier nicht 
komplementärer siRNA (Negativkontrolle 1+2) zeigte außerdem, dass die siRNA 
selbst keinen Einfluss auf die Genexpression von TrxR bzw. Trx besaß. Ein signifi-
kanter Anstieg der LC3-II Expression konnte sowohl nach Herunterregulation von 
TrxR als auch für Trx nicht festgestellt werden. Gleichzeitig zeigte sich der Redox 
Status von Trx unverändert. Die Herunterregulation von TrxR führte überraschender-
weise nicht zur Oxidation von Trx (Abb. 3.35).  
 







Ein signifikanter Anstieg der LC3-II Expression konnte auch durch die Herunterre-
gulation von Trx allein nicht erzielt werden. Vor diesem Hintergrund erfolgte die zu-










Abbildung 3.34: Einfluss des Trx Knockdown auf den Autophagiemarker LC3 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen Trx gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate generiert und mittels Western Blot bezüglich 
Veränderungen von LC3-I/LC3-II analysiert. Neg1/Neg2 stellen Negativkontrollen dar, bei denen 
Zellen mit unspezifischer siRNA behandelt wurden; TR: Transfektionsreagenz. Das Ergebnis zeigt 
Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines 
Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=2 unabhängigen Experimen-
ten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode 
auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung 















Abbildung 3.35: Einfluss des TrxR Knockdown auf den Redox Status von Trx 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen TrxR gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Anschließend wurden Proteinlysate (+50 mM IAA) hergestellt und via Western Blot 
hinsichtlich des Redox Status von Trx analysiert. Dargestellt ist ein repräsentativer Western Blot aus 
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sätzliche Inkubation mit ATO, um eine mögliche Beteiligung von TrxR und Trx an der 
gesteigerten LC3-II Expression durch ATO auszuschließen (Abb. 3.36 und 3.37).  
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ATO               -        +         -         -          -          +        +         + 
 
Abbildung 3.36: Einfluss des TrxR Knockdown unter Bedingungen von oxidativen Stress auf 
den Autophagiemarker LC3-I und LC3-II 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen TrxR gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Im Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen für weitere 24 Stunden mit ATO (10 µM) 
inkubiert, während ein anderer Teil keine ATO Exposition erfuhr. Anschließend wurden Proteinlysate 
generiert und mittels Western Blot bezüglich Veränderungen von LC3-I/LC3-II analysiert. Das 
Ergebnis zeigt Mittelwerte und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer 
Replikate eines Experiments sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=3 
unabhängigen Experimenten. Die RNA Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Ver-
wendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben 
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Die Ergebnisse deuteten an, dass die Veränderung der Autophagie in Form einer 
gesteigerten Autophagosomeninduktion nicht über TrxR oder Trx vermittelt wurde, da 
ein Anstieg des Autophagiemarkers LC3-II bereits in den mit ATO behandelten 
Kontrollzellen auftrat und sich nicht signifikant von den Proben, in denen zusätzlich 
TrxR oder Trx herunterreguliert wurden, unterschied. Lediglich das Verhältnis von 
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Abbildung 3.37: Einfluss des Trx Knockdown unter Bedingungen von oxidativen Stress auf 
den Autophagiemarker LC3-I und LC3-II 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen Trx gerichteter siRNA (s1-s3) inkubiert. Im 
Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen für weitere 24 Stunden mit ATO (10 µM) inkubiert, während 
ein anderer Teil keine ATO Exposition erfuhr. Anschließend wurden Proteinlysate generiert und mittels 
Western Blot bezüglich Veränderungen von LC3-I/LC3-II analysiert. Das Ergebnis zeigt Mittelwerte 
und Standardabweichungen (RNA Expression) zweier biologischer Replikate eines Experiments 
sowie einen repräsentativen Western Blot aus insgesamt n=3 unabhängigen Experimenten. Die RNA 
Proben der unterschiedlichen Zeitpunkte wurden unter Verwendung der 2^
-ΔΔcT
 Methode auf die 
Kontrollbedingung (FM, Wert 1) normiert. Werte >1 beschreiben eine zur Kontrollbedingung gestei-
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Aussagen über eine Steigerung des Levels von LC3-II konnten daher allerdings nicht 
getroffen werden. Es ist davon auszugehen, dass ATO entweder toxisch auf die 
Zellen wirkte und daher Autophagie induzierte oder dass ATO andere Targets außer 
TrxR hat.  
 
Im Zusammenhang mit Autophagie gibt es weitere Hinweise in der Literatur, die 
andeuten, dass Trx über die Regulation der PI3K/AKT und p38/MAPK Signalwege 
eine Rolle in der Autophagie spielen könnte. Unter Bedingungen von oxidativen 
Stress verändert sich der Redox Status von Trx, welches oxidiert wird und damit in 
der inaktiven Form vorliegt. Studien zeigen, dass eine Komplexbildung von 
reduzierten Trx mit ASK1 eine Aktivierung des p38/MAPK Signalweges verhindern 
[165, 248]. Steigt der Level an ROS in der Zelle an, resultiert dies in der Oxidation 
von Trx, so dass es zur Aufhebung des Trx/ASK1 Komplexes kommt und der 
p38/MAPK Signalweg durch ASK1 aktiviert werden kann. Studien haben außerdem 
gezeigt, dass die Regulation der Autophagie mit der Aktivierung von p38/MAPK über 
ASK1 in Verbindung steht [249-252]. Neben ASK1 kann Trx Komplexe mit weiteren 
Proteinen bilden, wodurch die Aktivierung von Signalkaskaden unterdrückt wird. 
Dazu zählt auch das Phosphatase und Tensin Homolog (PTEN), welches die 
Hydrolyse von verschiedenen Phosphorsäureestern in der Zelle katalysiert. 
Bedeutsam sind vor allen Dingen signalübertragende Moleküle wie PIP1, PIP2, PIP3 
sowie AKT, welche direkt an der Regulation des PI3K/AKT Signalweges beteiligt sind 
[227]. Die Komplexierung von PTEN mit reduzierten Trx unterdrückt die PTEN 
induzierte Hemmung des PI3K/AKT Signalweges, so dass dieser permanent aktiv ist 
und Proliferation und Hemmung der Apoptose zur Folge hat. Gleichzeitig wird mTOR 
aktiviert und die Autophagie blockiert [253, 254]. Daher kann die Oxidation von Trx, 
z.B. durch ATO, bzw. das vollständige Herunterregulieren über diesen Signalweg zu 
einer Induktion der Autophagie führen.  
 
Abschließend wurde daher untersucht, ob die Herunterregulation von Trx zur Inhibi-
tion des PI3K/AKT Signalweges (Induktion der Autophagie) führt bzw. eine 
Aktivierung des p38/MAPK Signalweges (Autophagiereifung durch Fusion von 
Autophagosom und Lysosomen) zeigte. Zum einen wurde Trx dafür direkt mittels 
siRNA herunterreguliert, zum anderen erfolgte die gleichzeitige Exposition mit ATO, 
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um einen möglichen Nebeneffekt direkt aufzuzeigen. Ein repräsentativer Western 
Blot ist in Abbildung 3.38 dargestellt. 
 













   
 
 
Die direkte Herunterregulation von Trx zeigte keinerlei Einfluss auf eine Veränderung 
des p38/MAPK und PI3K/AKT Signalweges. Sowohl der Phosphorylierungsstatus 
von AKT als auch von p38 bleiben unverändert, während eine Exposition mit ATO 
bereits in der Kontrollsituation eine Phosphorylierung von P38 und AKT induzierte, 
die gleichermaßen in den Trx defizienten Zellen auftrat. Gleichzeitig führte eine In-
kubation mit ATO zur Abnahme des basalen Levels des AKT Proteins. Eine Beteil-
igung von Trx in Form einer Autophagieinduktion konnte in parentalen MCF-7 Zellen 
nicht aufgezeigt werden. Eine mögliche Ursache könnte im Fehlen eines Stimulus für 
oxidativen Stress begründet sein, welcher Voraussetzung für die Induktion von 
Autophagie ist. Aus diesem Grund wurden TrxR und Trx im MCF-7/NeuT Zellsystem 
herunterreguliert und anschließend für drei Tage mit Doxyzyklin inkubiert, um die 
Seneszenz einzuleiten. Gleichzeitig zeigten vorherige Ergebnisse, dass zu diesem 
Zeitpunkt ein hoher Level an oxidativen Stress detektiert werden konnte und die 
Menge an reduzierten Trx bereits gestiegen war. Bei einer Beteiligung von Trx an der 












Abbildung 3.38: Einfluss des Trx Knockdown auf essentielle zelluläre Signalwege in MCF-7 
Zellen 
MCF-7 Zellen wurden für 72 Stunden mit spezifisch gegen Trx gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Im Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen für weitere 24 Stunden mit ATO (10 µM) 
inkubiert, während ein anderer Teil keine ATO Exposition erfuhr. Anschließend wurden Proteinlysate 
generiert und mittels Western Blot hinsichtlich Veränderungen von Proteinen essentieller zellulärer 
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Induktion der Autophagie sollte daher ein gesteigerter Level an LC3-I bzw. LC3-II zu 
erwarten sein (Abb. 3.39). 
 

















Die Kontrollzellen zeigten wie die Trx defizienten Zellen sowohl an Tag 3 als auch an 
Tag 7 keine signifikante LC3-I und LC3-II Expression. NeuT Überexpression allein 
resultierte in einer gesteigerten Expression von LC3-I, nicht aber LC3-II. Mit Beginn 
der Seneszenz an Tag 3 zeigten Trx defiziente Zellen im Vergleich zur alleinigen 
NeuT Überexpression eine minimal gesteigerte Menge an LC3-II, dieser Effekt ließ 
sich auch im späten Stadium der Seneszenz an Tag 7 beobachten. Der Unterschied 
war allerdings minimal und gab daher keinen beweiskräftigen Aufschluss über eine 
Beteiligung von Trx an der Autophagie, so dass sich diese Hypothese durch die 
durchgeführten Experimente nicht bestätigen ließ. Gleichzeitig wurde ein möglicher 
Einfluss auf die Vitalität der Trx bzw. TrxR defizienten Zellen im Vergleich zu den 
Kontrollzellen untersucht (Abb. 3.40). Dadurch sollte herausgefunden werden, ob das 
Fehlen eines antioxidativ wirkenden Schutzmechanismus das Überleben der Zellen 
negativ beeinflusst.  
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Abbildung 3.39: Einfluss des Trx KD in der prä-Seneszenz (3d) und Seneszenz (7d) auf LC3-I 
und LC3-II in MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7 Zellen wurden für 48 Stunden mit spezifisch gegen Trx gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Im Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen für weitere 3 bzw. 7 Tage mit Doxyzyklin 
inkubiert, während ein anderer Teil keine Doxyzyklin Exposition erfuhr. Anschließend wurden Protein-
lysate generiert und mittels Western Blot bezüglich Veränderungen von LC3-I/LC3-II analysiert. Darge-
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Abbildung 3.40: Einfluss des Trx/TrxR Knockdown in der prä-Seneszenz (3d) und Seneszenz 
(7d) auf die Vitalität der MCF-7/NeuT Zellen 
MCF-7 Zellen wurden für 48 Stunden mit spezifisch gegen Trx gerichteter siRNA (s1-s3, 10 nM) 
inkubiert. Im Anschluss daran wurde ein Teil der Zellen für weitere 3 bzw. 7 Tage mit Doxyzyklin 
inkubiert, während ein anderer Teil keine Doxyzyklin Exposition erfuhr. Neg1/Neg2 stellen Negativkon-
trollen dar, bei denen Zellen mit unspezifischer siRNA behandelt wurden. Nach dem jeweiligen Inku-
bationszeitraum wurden die Zellen für 3h bei 37°C mittels Neutralrot gefärbt, gewaschen und ab-
schließend mittels Plate Reader bei 540 nm vermessen. Die Daten wurden dabei auf die Kontrollbe-
dingung (Vitalität =100%; FM = Full Media) normiert. Das Ergebnis repräsentiert Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen von n=2 unabhängigen Experimenten. 
 
Zunächst konnte beobachtet werden, dass die Behandlung mit der Negativkontrolle 
einen Einfluss auf die Zellvitalität aufzeigte, die zwischen 20 und 30% minimiert ist. 
Die Behandlung mit Doxyzyklin führte sowohl in der prä-Seneszenz als auch in der 
Seneszenz zu keinem signifikanten Verlust der Vitalität, diese belief sich zwischen 75 
und 85%. Dieses Ergebnis deckte sich mit fluoreszenzmikroskopischen Untersuch-
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Apoptose aufzeigten. Der Knockdown von Trx allein resultierte nicht in einer dras-
tischen Abnahme der Vitalität (20%). Der Trx Knockdown nach NeuT Überexpression 
zeigte dagegen in der Seneszenz (Tag 7) eine Minderung der Zellvitalität von 40% 
und ist möglicherweise auf den gleichzeitigen Verlust des Thioredoxinsystems und 
dem erhöhten Level an oxidativen Stress zurückzuführen. Der TrxR Knockdown nach 
NeuT Überexpression zeigte einen ähnlichen Effekt, die verbleibende Zellvitalität 
betrug in der Seneszenz etwa 60%, während die alleinige Herunterregulation von 
TrxR zum gleichen Zeitpunkt eine Abnahme der Vitalität von 15% aufzeigte. Die 
Ergebnisse geben somit Hinweise darauf, dass der alleinige Verlust eines antioxidativ 
wirkenden Schutzmechanismus keinen negativen Einfluss auf die Zellvitalität 
aufweist. Der Verlust dessen, gepaart mit einem erhöhten Level an oxidativen Stress 
resultiert allerdings in der Abnahme der Vitalität von etwa 40%.  
 
Da sich dennoch viele Hinweise in der Literatur finden, die eine mögliche Beteiligung 
von Thioredoxin an zellulären Degradationsprozessen aufzeigen, wurde neben der 
Autophagie ein zweiter wichtiger Entsorgungsweg von Zellbestandteilen genauer 
untersucht. Das Proteasom, ein Proteinkomplex von annähernd 1700 kDa degradiert 
Proteine sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern zu Fragmenten und fungiert als 
Multienzymkomplex zur Qualitätskontrolle von Proteinen. Dieser Enzymkomplex 
steht im Verdacht unter Beteiligung von Trx redox-reguliert zu sein und damit hin-
sichtlich der Aktivität beeinflusst zu werden [184]. Vor diesem Hintergrund wurde die 
proteasomale Aktivität zeitabhängig in MCF-7/NeuT Zellen zu den Zeitpunkten (Tag 
1, 3 und 7) einer gesteigerten Menge reduzierten Thioredoxins im Vergleich zu 
Kontrollzellen vermessen. Abbildung 3.41 zeigt das Ergebnis der Proteasomaktivität 
in Abhängigkeit der zeitabhängigen Doxyzyklin Behandlung in MCF-7/NeuT Zellen.   
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Abbildung 3.41: Bestimmung der Proteasomaktivität im Zuge der zellulären Seneszenz in MCF-
7/NeuT Zellen 
MCF-7/NeuT Zellen wurden für den angegebenen Zeitraum in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin 
inkubiert. Anschließend wurden diese geerntet und anhand des Protokolls des Kits zur Bestimmung 
der proteasomalen Aktivität vorbereitet. Die Messung zur Detektion der Fluoreszenzintensität 
(Exitation: 380 nm, Emission: 460 nm) erfolgte bei 37°C und über einen Gesamtzeitraum von 2 
Stunden, wobei das Messintervall 1 Minute betrug. Das Ergebnis repräsentiert Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen aus n=4 unabhängigen Experimenten. 
 
Ein Vergleich der proteasomalen Aktivität zwischen unbehandelten Kontroll- und 
überexprimierenden NeuT Zellen zeigte nur an Tag 1 einen deutlichen Unterschied. 
Vor dem Einleiten der Seneszenz erreichte die proteasomale Aktivität ihr Maximum 
und unterschied sich um einen Faktor 4 von dem der Kontrollzellen. In der Senes-
zenz an Tag 3 und 7 lag die Aktivität bei beiden Bedingungen auf einem annähernd 
gleich hohen Level, das nur minimal unter dem maximalen Wert zu Beginn der 
Seneszenz lag.  
 
Der signifikante Aktivitätsunterschied zu Beginn der Seneszenz ging mit einer 
gesteigerten Menge an reduzierten Thioredoxin an Tag 1 einher. Diese Korrelation 
deutet möglicherweise auf eine Beteiligung von Trx an der Steigerung der pro-
teasomalen Aktivität hin. Allerdings spiegelte sich dieser Effekt nicht im späteren 
Verlauf der Seneszenz wieder. Untersuchungen der proteasomalen Aktivität nach 
Herunterregulation von Trx mit und ohne Doxyzyklin induzierter NeuT Expression 
zeigten allerdings widersprüchliche und nicht-reproduzierbare Ergebnisse, so dass 
eine Beteiligung von Trx an zellulären Degradationsprozessen im Rahmen dieser 
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4.1 TrxR und TXNIP sind mit schlechter Prognose in Brustkrebspatienten assoziiert 
und zeigen einen Zusammenhang mit einem positiven ERBB2 Status 
Das Ziel dieser Studie war es, erstmals einen prognostischen Zusammenhang 
zwischen zwei Mitgliedern des Thioredoxinsystems, TrxR und TXNIP, und der 
Entstehung von Metastasen von Patienten mit Brustkrebs zu untersuchen, da dieses 
System zur Kontrolle von oxidativem Stress als möglicher Angriffspunkt zur Behan-
dlung des Mammakarzinoms immer mehr in den Fokus gerückt ist [255, 256]. 
Gründe dafür sind in vielfältigen wissenschaftlichen Veröffentlichungen zu suchen, 
die gezeigt haben, dass sich eine erhöhte Expression von Trx in vielen aggressiv 
voranschreitenden Tumoren wiederfindet. Das gezielte Ausschalten von TrxR, 
welches den Redoxstatus von Trx und damit dessen Aktivität kontrolliert, konnte im 
Mausexperiment das Tumorwachstum verlangsamen und die Anzahl an Metastasen 
verringern [257]. Dies zeigt die Bedeutung von TrxR und Trx an der Tumorentwick-
lung auf. Des Weiteren konnte die tumorsuppressive Wirkung als Folge der Inhibition 
des Trx Signalweges in Mäusen mit Brust-, Nieren- und Darmxenografts bestätigt 
werden [258, 259]. Außerdem ist bekannt, dass Tumorzellen ein erhöhtes basales 
Level an ROS zur Induktion der Proliferation benötigen und generieren [112, 212], 
gleichzeitig allerdings ein Mechanismus zum Schutz der Zelle vor toxischen ROS 
Konzentrationen gewährleistet sein muss, welches in vielen Fällen mit einer 
gesteigerten Expression von Trx einhergeht. Durch dieses Gleichgewicht der einer-
seits gesteigerten Menge an ROS und andererseits erhöhten Menge an aktiven Trx 
wird gleichzeitig die Apoptose der Tumorzellen verhindert, indem aktives Trx Proteine 
wie ASK1, welches Apoptose induziert, inhibiert [260, 261]. Daher liegt die Hypo-
these nahe, dass sowohl TrxR, welches Trx reduziert, als auch TXNIP als Trx Inhibi-
tor eine bedeutende Rolle in der Regulation von oxidativen Stress in Tumorzellen 
zukommt. Eine prognostische Relevanz im Hinblick auf das Überleben von 
Brustkrebspatienten im Zusammenhang mit Expressionsdaten von Mitgliedern des 
Thioredoxinsystems konnte bisher allerdings nicht aufgezeigt werden und wurde 
daher in dieser Arbeit erstmalig untersucht. Grundlage der Untersuchungen waren 
drei Affymetrix Gene Array Datensätze von insgesamt 788 Brustkrebspatienten (ohne 
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Chemotherapie), die sich aus den Kohorten Mainz (n=200), Rotterdam (n=286), 
Transbig (n=302) zusammensetzten. Es konnte gezeigt werden, dass eine gestei-
gerte TrxR Expression in den einzelnen sowie der Gesamtkohorte mit schlechter 
Prognose und verringertem metastasefreien Überleben der Patientinnen verknüpft 
war. Zudem bestand ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem ERBB2 Status 
und der TrxR Expression. Für TXNIP konnte eine inverse Assoziation hinsichtlich 
metastasefreien Überlebens der Patientinnen festgestellt werden. Patienten mit einer 
relativ hohen TXNIP Expression zeigten eine bessere Prognose als Patienten mit 
einer relativ niedrigen Expression. Eine signifikante Abhängigkeit der TXNIP Expres-
sion in Bezug auf den ERBB2 Status konnte im Vergleich zu TrxR nicht festgestellt 
werden. Die Ergebnisse spiegeln lediglich einen Trend wider, dass ein positiver 
ERBB2 Status in Zusammenhang mit einer verringerten Expression von TXNIP steht. 
Dass eine inverse Assoziation zwischen der Genexpression von TrxR und TXNIP 
hinsichtlich der Überlebensrate von Patienten verknüpft ist, wurde bisher anhand 
unterschiedlicher Literaturquellen in verschiedenen Geweben untersucht. Dies stärkt 
die in dieser Arbeit getätigte Hypothese, dass die erhöhte TrxR und verringerte 
TXNIP Genexpression in Brustkrebspatienten mit schlechter Prognose assoziiert 
sind. Eine Aufrechterhaltung bzw. verstärkte Aktivierung des Thioredoxinsystems 
scheint Tumorzellen einen Vorteil zu gewähren und einer Zellschädigung durch den 
gesteigerten Bedarf an ROS entgegenzuwirken. Die Beobachtung der inversen 
Genexpression ist mit Literaturquellen in Einklang zu bringen, die in anderen 
Tumorarten ebenfalls einen Zusammenhang zwischen gesteigerter Aktivität und 
Genexpression von Trx und TrxR Expression sowie der Assoziation mit schlechter 
Prognose und verringertem Patientenüberleben aufzeigen. Die erhöhte Trx Expres-
sion in Darmkrebspatienten ist mit einer verringerten Überlebensrate verbunden 
[262], während eine verminderte Expression von Trx beim Lungenkarzinom mit 
besserer Prognose und erhöhter Überlebensrate verknüpft ist [263]. Die verminderte 
TXNIP Expression zeigt bei Patienten mit großem B-Zell Lymphom ebenfalls eine 
Korrelation mit schlechter Prognose [264]. Die Bedeutung des Thioredoxinsystems 
wird zusätzlich durch weitere in dieser Studie gefundene Assoziationen von 
Proteinen und Transkriptionsfaktoren wie PRDX2, RRM2, VEGF und HIF-1α 
(Assoziation mit Prognose), die von Trx reguliert werden können, untermauert. Um 
die Assoziation der Genexpression von TrxR und TXNIP im Hinblick auf veränderte 
biologische Prozesse in Brustkrebspatienten besser verstehen zu können, wurden 
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die vorgestellten Expressionsdaten mit den bereits publizierten Expressionssig-
naturen, auch Metagene genannt, verglichen [213, 265-267]. Die stärkste Korrelation 
zeigte sich beim Proliferationsmetagen. Während in schnell proliferierenden Tumoren 
TrxR hochreguliert wird, konnte gleichzeitig eine verringerte TXNIP Expression 
festgestellt werden [268-271]. Das Estrogen-Rezeptor Metagen zeigte eine inverse 
Korrelation mit TrxR. Dies bedeutet, dass Tumore mit Verlust der Estrogen-Rezeptor 
vermittelten Expressionssignatur, welche bekanntlich aggressiver sind, auch eine 
erhöhte TrxR Expression zeigen. Die Tatsache, dass die hohe TrxR Expression mit 
einem positiven ERBB2 Status assoziiert ist, stellt die Frage, ob eine Transformation 
durch das ERBB2 Onkogen das Thioredoxinsystem direkt stimuliert. Um den Einfluss 
von ERBB2 auf die Expression und Aktivität des Thioredoxinsystems besser 
verstehen zu können, wurde die MCF-7/NeuT Zelllinie verwendet, welche die indu-
zierbare Expression einer konstitutiv aktiven Variante von ERBB2, NeuT, erlaubte.  
 
4.2 Das Expressionsmuster von TrxR und TXNIP ist abhängig von der ERBB2 
Expression in MCF-7/NeuT Zellen  
Die Verwendung von induzierbaren ERBB2 Expressionssystemen in Mäusen und 
Zelllinien hat bislang einen wichtigen Beitrag zum Verständnis des ERBB2-assozi-
ierten Wirkungsmechanismus und damit entwickelten Therapiemöglichkeiten gegen-
über Brustkrebs geliefert [186, 272]. Um einen Einfluss von ERBB2 auf die direkte 
Expression von TrxR und TXNIP zu untersuchen, wurde das MCF-7/NeuT Tet-On 
Zellsystem verwendet, welches die Expression von NeuT, einer onkogenen und 
konstitutiv aktiven Variante von ERBB2, erlaubt.  
 
Die Funktionalität des Systems wurde sowohl durch Expression von NeuT auf RNA- 
und Proteinebene als auch durch fluoreszenzmikroskopische Analysen zur Detektion 
des koexprimierten EGFP überprüft. Gleichzeitig resultierte die NeuT Induktion in 
einer gesteigerten Phosphorylierung der Proteine ERK1/2 und AKT [3], welche an der 
Signalweiterleitung von ERBB-Rezeptoren beteiligt sind. Die Induktion von NeuT 
beeinflusste sowohl die Expression von TXNIP als auch von TrxR auf RNA- und 
Proteinebene. Während TXNIP innerhalb von 24 Stunden nach Doxyzyklin Zugabe 
drastisch herunterreguliert wurde, zeigte die gesteigerte Expression von TrxR einen 
gegenläufigen Trend. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass beide redox-
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sensitiven Proteine durch ERBB2 bzw. NeuT beeinflusst wurden und im MCF-7/NeuT 
Zellsystem die Situation widerspiegeln, welche in den Patientenkohorten mit 
schlechter Prognose assoziiert waren. Ein Zusammenhang zwischen dem Anschal-
ten von ERBB2 und der gesteigerten Menge an TrxR konnte bereits in Kardiomyo-
zyten etabliert und aufgezeigt werden [273]. Neuregulin 1β, ein Ligand des ERBB2- 
Rezeptors, führte zur gesteigerten Expression von Trx und TrxR mRNA und Protein 
sowie weiterer Gene, die mit antioxidativen Schutz assoziiert sind. Dieser Befund 
unterstützt die These, dass der frühe Anstieg der TrxR mRNA eine direkte Antwort 
der ERBB2 Signalübertragung darstellt. Das hohe TrxR Level 14 Tage nach NeuT 
Expression könnte auf die Akkumulation von ROS zurückzuführen sein. 4-
Hydroxynonenal, eines der Hauptprodukte der Lipidperoxidation, führt bekanntlich 
über die transkriptionale Aktivierung des NF-E2-verwandten Faktor 2 Signalweges zu 
einer erhöhten TrxR mRNA Expression. Gleichzeitig verfügt der TrxR Promotor über 
ein „antioxidant response element“ (ARE), welches durch Aktivierung von reaktiven 
Sauerstoffspezies zur gesteigerten Expression von TrxR zu diesem späten Zeitpunkt 
beiträgt [274].  
 
Für TXNIP konnte ebenfalls ein Zusammenhang zwischen ERBB2 Induktion und 
verändertem Expressionsmuster festgestellt werden, welcher allerdings einer ande-
ren Kinetik folgte als die von TrxR. Der initialen Herunterregulation des TXNIP 
Transkriptes (24 Stunden) folgte eine Wiederherstellung des mRNA Ausgangs-
niveaus nach einem Gesamtzeitraum von 14 Tagen. Die unmittelbare Herunterre-
gulation des TXNIP Transkriptes nach ERBB2 Induktion deutet abermals auf eine 
direkte Verbindung zwischen beiden Faktoren hin, obwohl bisher kein direkter 
Einfluss des ERBB2 Signalweges auf das TXNIP Transkript in der Literatur 
beschrieben ist. Obwohl der molekulare Mechanismus der TXNIP Regulation unklar 
ist, stimmt dieses biphasische Verhalten von TXNIP, der Herunterregulation direkt 
nach ERBB2 Expression und Regeneration nach Eintritt des Zellzyklusarrests bzw. 
der Seneszenz, mit der inversen Korrelation von TXNIP zum Proliferationsmetagen in 
der Brustkrebspatientenstudie überein. Dies ist gleichzeitig in Einklang mit der bisher 
bekannten Funktion von TXNIP als Tumorsuppressor zu bringen [275].  
 
Die initiale Aktivierung von TrxR sowie die Repression der TXNIP Transkription durch 
den ERBB2 Signalweg kann als ein durch ERBB2-vermitteltes Überlebensprogramm 
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zum Schutz und Prävention vor oxidativen Stress interpretiert werden. Des Weiteren 
können TXNIP und TrxR als Effektoren von ERBB2 gedeutet werden, dessen 
multiple zelluläre Funktionen zur Proliferation, Resistenz gegen Apoptose, metabo-
lischer Umprogrammierung und letztendlich zum etablierten ERBB2-positiven Brust-
krebstumor beitragen.  
 
Unter Berücksichtigung der Akkumulation von ROS nach 14 Tagen in seneszenten 
MCF-7/NeuT Zellen und der gleichzeitigen Erholung des TXNIP mRNA Level zum 
gleichen Zeitpunkt, scheint dies die protektive Rolle von Trx als ROS Scavenger 
negativ zu beeinflussen. Die Erholung von TXNIP kann zur Bindung und daher zur 
Hemmung von reduzierten Trx führen und eine Akkumulation von ROS begünstigen. 
Es ist daher denkbar, dass sich Trx im inaktiven Zustand an TXNIP gebunden 
befindet. Interessanterweise tritt der Anstieg an reduzierten Trx bereits nach 1 bis 3 
Tagen nach ERBB2 Expression auf, einem Zeitpunkt, an dem TXNIP bereits 
drastisch herunterreguliert ist. Die mRNA von Trx bleibt davon allerdings nahezu 
unberührt, nach 14 Tagen zeigt sich sogar eine tendenzielle Repression dieser. Ein 
genauer Mechanismus zur Regulation von ROS unter Beteiligung der Mitglieder des 












Zusammenfassend betrachtet zeigt die ERBB2 Überexpression ein verändertes Ex-
pressionsmuster von Mitgliedern des Thioredoxinsystems auf, welche in Zusam-
Abbildung 4.1: ERBB2-vermittelte Expression von TrxR und TXNIP und die Assoziation mit 
Prognose [3] 
Die Hochregulation von TrxR sowie die Herunterregulation von TXNIP durch ERBB2 sind vorteilhaft 
für die Tumorentwicklung in Patienten und mit schlechter Prognose assoziiert; Trx: Thioredoxin; 
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menhang mit schlechter Prognose in Brustkrebspatienten stehen. Ob und zu wel-
chem Maß reaktive Sauerstoffspezies mechanistisch dabei eine entscheidende Rolle 
spielen, ist zu diesem Zeitpunkt jedoch unklar.  
 
4.3 Die Regulation von TrxR erfolgt nicht über die MEK1/2, p38/MAPK, PI3K/AKT 
und JNK/SAPK Signalwege  
Aufgrund des Zusammenhangs zwischen gesteigerter TrxR Expression und schlech-
ter Prognose bei Brustkrebspatienten und der gefundenen Abhängigkeit der TrxR 
Expression von der ERBB2 Expression in vivo und in vitro, sollte versucht werden, 
den molekularen Mechanismus der TrxR Regulation durch ERBB2 aufzuklären. 
Durch die Aktivierung essentieller Signalwege (MEK1/2, p38/MAPK, PI3K/AKT, 
JNK/SAPK) infolge der ERBB2 Expression [43, 84, 276] im MCF-7/NeuT Zellmodell 
sollte der Fokus der mechanistischen TrxR Regulation auf diese gerichtet werden. 
Dazu wurde jeder einzelne Signalweg mit einem spezifischen Inhibitor gehemmt und 
die Expression von TrxR sowohl auf mRNA als auch Proteinebene untersucht. 
Auffallend war, dass die Inhibition jedes einzelnen Signalweges in einer zeitabhäng-
igen, teils drastisch gesteigerten Expression der TrxR mRNA resultierte, die sich 
allerdings nicht immer mit der Menge an exprimierten Protein deckte und somit 
schwierig zu interpretieren war. Es besteht die Möglichkeit, dass die Inkubation der 
Zellen mit den entsprechenden Inhibitoren bereits oxidativen Stress ausgelöst hat 
und somit zur gesteigerten Expression von TrxR führte. Um dies zu überprüfen, 
müssten die getätigten Inhibitorversuche zusätzlich in Kombination mit einem ROS 
Scavenger, wie N-Acetylcystein, wiederholt werden oder eine mögliche Akkumulation 
von ROS gemessen werden. 
 
Von besonderem Interesse war allerdings die gesteigerte TrxR Expression in Folge 
der Inhibition des MEK1/2 Signalweges, da viele Inhibitoren des MEK1/2 Signal-
weges klinischen Einsatz finden [277-280]. Dies führte zu der Frage, inwieweit ein 
Einsatz solcher Inhibitoren als sinnvoll zu erachten ist, da sie durch die Induktion der 
antioxidativen Zellantwort zu einer erhöhten Apoptose Resistenz führen können. Zur 
Bestätigung der Induktion von TrxR Expression infolge der Inhibition der MEK1/2 
Signalübertragung wurden sowohl MEK1 und MEK2 sowie deren Substrate ERK1 
und ERK2 einzeln mittels siRNA herunterreguliert. Zusätzlich erfolgte das gleichzei-
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tige Herunterregulieren von MEK1/2 bzw. ERK1/2 um eine mögliche Kompensation 
der jeweiligen Isoform auszuschließen. Überprüft wurde daraufhin die Expression 
von TrxR mRNA und Protein. Die Hemmung des MEK1/2/ERK1/2 Signalweges 
mittels  Knockdown von MEK1/2 und ERK1/2 führte zu keiner Veränderung des TrxR 
Levels und konnte somit die Wirkung der MEK1/2 Inhibitoren nicht bestätigen. Die in 
Kapitel 3.5.2 beschriebenen möglichen „Off-Target“ Effekte [220], welche eine mög-
liche Hemmung von ERK5 zur Folge haben können, der verwendeten Inhibitoren 
PD98059 und U0126, konnten ausgeschlossen werden. Warum die Hemmung des 
MEK1/2 Signalweges mittels „small molecule“ Inhibition bzw. siRNA Knockdown zu 
unterschiedlichen Ergebnissen führte, ist nicht verstanden. Zusammenfassend bleibt 
die mechanistische Regulation von TrxR in Folge einer ERBB2 Überexpression 
weiterhin unklar.  
 
4.4 Die ERBB2-vermittelte Onkogentransformation führt zur Änderung des 
Redoxgleichgewichts im MCF-7/NeuT Zellsystem  
Die Schädigung von Organismen durch einen veränderten Level an oxidativem 
Stress führt häufig zu physiologischen und pathologischen Änderungen wie z.B. 
Apoptose [281, 282], Zellzyklusprogression [283], Ischämie [284] oder anderen 
degenerativen Krankheiten [285]. Zudem werden intrazelluläre Signalwege gesteuert 
[286, 287], die sowohl das Überleben als auch den Tod einer Zelle steuern [288]. In 
diesem Zusammenhang haben Untersuchungen von Spangenberg et al. und Trost et 
al. gezeigt, dass die Überexpression der onkogenen Variante von ERBB2, NeuT, im 
MCF-7/NeuT Zellsystem zur vorzeitigen Seneszenz führt [85]. Seneszente Zellen 
zeichnen sich unter anderem dadurch aus, einen erhöhten Level an ROS zu 
generieren, welche möglicherweise mit dem molekularen Mechanismus der 
Seneszenz verknüpft sind [289, 290]. Gleichzeitig ist eine gesteigerte Menge an 
oxidativem Stress ein typischer Marker für verschiedene Arten von Krebs [291-293]. 
Unter Bedingungen von oxidativem Stress werden redox-sensitive Proteine wie Trx 
oxidiert, was einerseits dazu führt, dass die vorgeschaltete TrxR ihr Substrat Trx 
abermals reduziert und dabei selbst oxidiert wird. Unter Verbrauch von NADPH und 
Wechselwirkung mit dem Kofaktor FAD (Flavin-Adenin-Dinukleotid) kann das kataly-
tisch aktive Zentrum von TrxR wieder reduziert werden. Große Mengen an ROS 
führen zur dauerhaften Oxidation von TrxR, die durch mRNA und Proteinprozes-
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sierung kompensiert werden kann. Das dadurch stets aktive Trx interagiert mit 
nachgeschalteten ROS Scavengern, den Peroxiredoxinen. Unter Bedingungen von 
mildem oxidativen Stress katalysieren diese ROS in Form von z.B. Wasserstoffper-
oxid zu Wasser und werden dabei selbst teilweise oxidiert, allerdings direkt durch Trx 
wieder reduziert und aktiviert, so dass der antioxidative Schutz aufrechterhalten 
bleibt. Exzessive Mengen an oxidativem Stress führen dagegen zur vollständigen, 
mehrfachen Oxidation des katalytisch aktiven Zentrums der Peroxiredoxine, so dass 
diese aufgrund der veränderten Molekülstruktur kein Substrat mehr von Trx sind und 
hyperoxidiert vorliegen. Dadurch bleibt der reduzierte Status von Trx erhalten, so 
dass dieses zur Reparatur von oxidativ geschädigten Proteinen im Rahmen der 
antioxidativen Zellantwort verwendet werden kann [153].  
 
Der Level an ROS wurde zeitabhängig nach Induktion der ERBB2 Expression im 
MCF-7/NeuT Modell gemessen. Dabei konnte ein kontinuierlicher, zeitabhängiger 
Anstieg der ROS Konzentration detektiert werden, der sein Maximum in der späten 
Phase der Seneszenz erreichte. Gleichzeitig wurden Mitglieder des Thioredoxinsys-
tems hinsichtlich ihrer Aktivität untersucht, da diese für die Aufrechterhaltung des 
Redoxgleichgewichts innerhalb der Zelle essentiell sind und diese vor oxidativen 
Schädigungen schützen [294-296]. Während die mRNA- und Proteinexpression von 
TrxR erhöht war, blieb diese von Trx nahezu konstant. Überraschenderweise konnte 
für Trx allerdings trotz Bedingungen von gesteigertem oxidativen Stress ein erhöhter 
Level an reduzierten und somit katalytisch aktivem Trx aufgezeigt werden. Dieser 
Effekt zeigte sich bereits mit Einleiten der Seneszenz (Tag 1-3) und dem Anstieg des 
ROS Levels. Demnach wäre zum einen aufgrund der gesteigerten Expression von 
TrxR als auch dem Anstieg von reduzierten Trx eine erhöhte katalytische Aktivität von 
TrxR zu erwarten gewesen. Diese zeigte sich allerdings unverändert. Stattdessen 
konnte eine Hyperoxidation der Peroxiredoxine nachgewiesen werden. Diese zeigte 
einen ähnlichen zeitabhängigen Verlauf wie der beobachte Anstieg von ROS und 
erreichte das Maximum in der späten Phase der Seneszenz (Tag 7-14). Die 
Steigerung von oxidativem Stress kann grundsätzlich eine Folge der Aktivierung von 
Rezeptortyrosinkinasen (RTK) darstellen, die durch Wachstumsfaktoren und Zytokine 
aktiviert werden [297]. In dem von uns verwendeten Zellmodell handelt es sich um 
eine konstitutiv aktivierte RTK, welche durch das Tet-On Zellmodell gesteuert wird. 
Trost et al. konnten für dieses Zellsystem nachweisen, dass eine gesteigerte 
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Expression des Proteins p21 vorliegt [84]. Unabhängig von diesem Befund zeigen 
Untersuchungen von Marcip et al., dass die gesteigerte Expression von p21 mit 
einem Anstieg an oxidativen Stress einhergeht [298] und somit einen Beitrag zum 
erhöhten ROS Spiegel leistet. Zudem ist bekannt, dass ein gesteigerter Level an 
ROS die Oxidation von redox-sensitiven Proteinen begünstigt, dazu zählen sowohl 
das Selenoprotein TrxR als auch das über Cysteinreste [299] katalytisch aktive Trx 
[157].  
 
Wie kann daher unter diesen Umständen die gesteigerte Menge an reduziertem Trx 
mit Beginn der Seneszenz erklärt werden? Das Zusammenspiel zweier Prozesse 
kann diesen Befund möglicherweise erklären. Einerseits führt die gesteigerte Expres-
sion von TrxR dazu, dass das Gleichgewicht auf Seiten von reduziertem Trx gehalten 
werden kann. Andererseits führt die Entkopplung von Trx und seinem Substrat, den 
Peroxiredoxinen, dazu, dass diese nicht mehr reduziert werden und Trx nicht weiter 
oxidiert wird. Beide Mechanismen resultieren letztendlich in der gesteigerten Menge 
















Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des antioxidativ wirkenden Schutzmechanismus in 
der Homöostase und unter Bedingungen von oxidativen Stress in MCF-7/NeuT Zellen 
Trx: Thioredoxin; TrxR: Thioredoxin Reduktase; TXNIP: Thioredoxin Interacting Protein; Prx: 
Peroxiredoxin; red: reduziert; oxd.: oxidiert; H2O2: Wasserstoffperoxid 
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Unter physiologischen Bedingungen herrscht ein vornehmend reduzierendes Milieu 
innerhalb der Zelle vor. Reaktive Sauerstoffspezies sind für das Überleben der Zelle 
essentiell, da sie entscheidend an der Signalübertragung beteiligt sind, insofern 
keine toxische Konzentration erreicht wird. Das Thioredoxinsystem fungiert als 
antioxidativ wirkendes Schutzsystem, indem es Peroxiredoxine, die ROS in Form von 
Wasserstoffperoxid zu Wasser detoxifizieren und dabei selbst oxidiert werden, 
reduzieren. Thioredoxin wird bei diesem Vorgang oxidiert, kann aber unter Verbrauch 
von NADPH von der TrxR abermals in den aktiven, reduzierten Zustand überführt 
werden. Solange sich die Zelle in der Homöostase befindet und eine bestimmte 
Konzentration an ROS nicht überschritten wird, handelt es sich bei dem beschrie-
benen antioxidativ wirkenden System um einen zusammenhängenden, ineinander-
greifenden Mechanismus zum Schutz der Zelle. Sobald die Konzentration an ROS 
ansteigt und einen toxischen Schwellenwert überschreitet, resultiert dies in einer 
Unterbrechung des Systems. Zunächst führt dies zur einfachen Oxidation der 
Peroxiredoxine. Steigt die Konzentration an ROS weiterhin an, erfolgt die mehrfache 
Oxidation der Peroxiredoxine, bis diese hyperoxidiert vorliegen und nicht mehr in den 
reduzierten Zustand überführt werden können, da sie aufgrund der veränderten 
Molekülstruktur kein Substrat von Thioredoxin mehr darstellen. Dies führt neben den 
äußeren Stimuli zur weiteren Akkumulation von ROS, da eine Detoxifizierung durch 
Peroxiredoxine unterbrochen ist. Gleichzeitig kommt es zur irreversiblen Oxidation 
der TrxR, so dass Thioredoxin ebenfalls nicht mehr durch TrxR reduziert werden 
kann. Interessanterweise haben unsere Untersuchungen gezeigt, dass Trx dennoch 
im reduzierten Zustand unter Bedingungen von oxidativen Stress vorliegt. Dies kann, 
zusammen mit einigen Hinweisen aus der Literatur, dadurch erklärt werden, dass 
eine irreversible Oxidation von TrxR durch eine gesteigerte RNA und Proteinexpress-
ion kompensiert wird. Gesteigerte RNA und Proteinmengen in dem von uns verwen-
deten MCF-7/NeuT System bestätigen diese Hypothese. Demnach scheint es von 
besonderer Bedeutung zu sein, dass gerade Trx als Antioxidant im reduzierten 
Zustand gehalten wird, um oxidativ geschädigte Proteine zu reparieren. Diese Ver-
mutung ist mit Untersuchungen von Day et al. (2012) in Einklang zu bringen. Dies 
hätte zur Folge, dass sich sowohl TrxR als auch die Peroxiredoxine „opfern“, um den 
reduzierten Zustand von Trx aufrecht zu halten. Gleichzeitig finden sich Hinweise in 
der Literatur, dass hyperoxidierten Peroxiredoxinen eine Chaperon-Aktivität zuge-
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sprochen wird [300, 301]. Dies könnte zur Bindung beschädigter und oxidierter 
Proteine führen und letztendlich zur Degradation dieser führen.  
 
Die gesteigerte Expression von TrxR führt zu einem erhöhten Level an reduzierten 
Trx. Allerdings bleibt unklar, welchem Mechanismus die gesteigerte Synthese von 
TrxR zu Grunde liegt. Es finden sich Hinweise in der Literatur, die eine mögliche 
mechanistische Erklärung für die gesteigerte TrxR Expression liefern [302]. TrxR wird 
als typisches „Housekeeping gene“ bezeichnet, dessen mRNA post-translational 
durch sogenannte „AUUUA-Motive (AU-reiche Elemente oder ARE) modifiziert 
werden kann [303-306]. Gleichzeitig verfügt der TrxR Promoter über ein POU Motiv, 
welches von den Transkriptionsfaktoren OCT-1, SP1 und SP3 gebunden werden 
kann. Die Bindung der Transkriptionsfaktoren führt einerseits zur Stabilisierung der 
mRNA und erlaubt andererseits eine schnelle Prozessierung des entsprechenden 
Proteins, um rasch auf extrazelluläre Signale wie z.B. Stress (auch oxidativ) 
reagieren zu können [303, 305]. Dabei sollte nach Möglichkeit ein Gleichgewicht 
zwischen intrazellulärer ROS Signalübertragung für physiologische Zellprozesse und 
dem gleichzeitigen Schutz vor exzessiven Mengen an ROS gehalten werden. Im Fall 
von TrxR führt die Interaktion von SP1 und OCT-1 zur Aktivierung des TrxR Promo-
ters [307, 308]. Beide Transkriptionsfaktoren sind als redox-sensitiv beschrieben und 
verlieren durch Oxidation ihre DNA-bindende Fähigkeit, welches in einer gesteigerten 
Expression dieser resultiert [309-311]. Neben der Aufrechterhaltung des aktiven TrxR 
Promotors durch die beschriebenen Transkriptionsfaktoren, erfolgt eine rasche Stabi-
lisierung der transkribierten mRNA durch die ARE, welche eine schnelle Proteinpro-
zessierung gewährleistet [306]. Die Akkumulation von ROS führt nicht allein zu einer 
gesteigerten Expression von TrxR mRNA und Protein, sondern aktiviert weitere 
zelluläre Signalwege. Dazu gehört ebenfalls die unmittelbare Aktivierung der 
regulatorischen, stressabhängigen p38/MAPK [285]. Die Aktivierung des p38/MAPK 
Signalweges nach ERBB2 Induktion konnte bereits durch Trost et al. aufgezeigt 
werden. Die Induktion des p38/MAPK Signalweges resultierte in der Hochregulation 
des Proteins MK2 („Mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2“, 
MAPKAPK2) [312]. Dieses induziert selbst die Stabilisierung von ARE-haltigen 
mRNAs und verliert gleichzeitig die eigene Stabilität, wodurch weitere ROS generiert 
werden [313-315] und TrxR inaktivieren [316], welches eine gesteigerte mRNA 
Expression zur Folge hat. In der Literatur finden sich weitere Beispiele, welche diese 
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Art von Regulation von TrxR beschreiben. Die schnelle (Stunden) Generierung von 
TrxR mRNA und Prozessierung von Protein konnte nach Exposition von exogenen 
Stimuli wie z.B. Wasserstoffperoxid und 1-chloro-2,4dinitrobenzen [316] oder 
Phorbol-12-myristat-13-acetat [317] detektiert werden.1-chloro-2,4dinitrobenzen stellt 
ein alkylierendes Reagenz dar und inhibiert TrxR und Glutathion irreversibel, so dass 
ROS nicht ausreichend detoxifiziert werden können [318]. Phorbol-12-myristat-13-
acetat aktiviert Proteinkinase C und ist als Tumorpromoter bekannt. Außerdem wird 
durch Phorbol-12-myristat-13-acetat das Enzym Stickstoffmonooxid Synthase 
aktiviert, welches Stickstoffmonooxid generiert und dadurch oxidativen Stress 
induziert [319]. In Knochenmark-abgeleiteten Stromazellen (KM102) führte die 
Behandlung von Phorbol-12-myristat-13-acetat in Kombination mit Interleukin 1β zu 
einer signifikant erhöhten TrxR mRNA Expression innerhalb von 4 Stunden [317, 
320]. Auch in peripheren Blutmonozyten und myeloiden Leukämiezellen [321] sowie 
Osteoblasten [322] führte eine Vitamin-D3 Behandlung zur raschen, allerdings 
transienten Expression von TrxR mRNA. Es gilt allerdings zu beachten, dass TrxR 
nicht nur unter speziellen Wachstumsbedingungen oder exogenen Stimuli prozessiert 
wird, sondern transient in vielen Geweben [305, 323-326] und Zelltypen [327] 
exprimiert wird. Die beschriebene TrxR Prozessierung auf RNA Ebene infolge der 
ROS Akkumulation würde gleichzeitig eine Erklärung für die nach ERBB2 Induktion 
unveränderte Aktivität von TrxR liefern, die trotz induzierter Expression von TrxR 
sowohl in der prä-Seneszenz als auch in der späten Phase der Seneszenz keinen 
Anstieg zeigt. Gleichzeitig könnte dieser Regulationsmechanismus die in Kapitel 
3.5.2, 3.5.3, 3.5.4 und 3.5.5 beschriebene TrxR Expression unter Verwendung der 
unterschiedlichen Inhibitoren zur Blockade der MEK1/2, p38/MAPK, PI3K/AKT und 
JNK/SAPK Signalwege erklären.  
 
4.5 Trx spielt keine entscheidende Rolle bei der ERBB2-induzierten Steigerung 
zellulärer Degradationsprozesse 
In der Literatur finden sich Hinweise, dass Trx unter Bedingungen von oxidativen 
Stress nicht nur die Reparatur oxidierter und geschädigter Proteine übernimmt [153, 
328], sondern auch zelluläre Degradationsprozesse wie Autophagie und den 
proteasomalen Abbau von Proteinen regulieren kann. Atg4 ist ein redox-sensitives 
Protein welches durch ROS inaktiviert wird, so dass Autophagie induziert wird [162]. 
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Obwohl Atg4 kein bekanntes Substrat von Trx ist, könnte seine Redox-Regulation 
abhängig von antioxidativen Proteinen wie Trx essentiell sein. Ein weiteres Beispiel 
stellt die Regulation des 20S Komplexes des Proteasoms dar, welches ebenfalls im 
Verdacht steht, durch Trx reguliert zu werden. Dabei konnte in vitro beobachtet 
werden, dass eine Oxidation katalytisch aktiver Cysteine zur Aktivitätsminderung der 
Chymotrypsin-Aktivität des 20S Proteasoms führte. Die Zugabe von aktiven Trx 
konnte die Aktivität allerdings wieder auf das ursprüngliche Niveau anheben [184]. 
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress zur Akkumulation von 
geschädigtem zellulärem Material führt und Degradationsprozesse aktiviert werden, 
da eine Reparatur oxidierter und damit zytotoxischer Proteine allein nicht mehr 
ausreicht [158, 329-332].  
 
Unsere Untersuchungen konnten in MCF-7/NeuT Zellen zunächst zeigen, dass die 
Inhibition von TrxR durch ATO in eine zeitabhängige Oxidation von Trx bei gleich-
zeitigem Anstieg des Autophagiemarkers LC3-II resultierte. Dies ist in Einklang mit 
der in der Literatur beschriebenen Induktion von Autophagie durch oxidativen Stress 
zu bringen. Allerdings führten Knockdown Versuche von sowohl TrxR als auch Trx 
nicht zu eindeutigen Ergebnissen. Der Anstieg des Autophagiemarkers bei Zugabe 
von ATO konnte aller Wahrscheinlichkeit nach durch „Off-Target“ Effekte von ATO 
[246, 247] erklärt werden und nicht auf die gezielte Regulation durch Trx, da ein 
Knockout von Trx bzw. TrxR nicht zu einer signifikanten Änderung des LC3-I und 
LC3-II Levels führten. Darüber hinaus ließ sich auch die postulierte Aktivierung der 
Autophagie über den PI3K/AKT bzw. p38/MAPK Signalweg durch Interaktion von Trx 
mit PTEN bzw. ASK1 nicht bestätigen. Eine Veränderung der Signalwege durch das 
Ausschalten von Trx konnte auch nicht gezeigt werden. Untersuchungen im MCF-
7/NeuT Modell zeigten beim Knockout von Trx unter Bedingungen von oxidativen 
Stress nur einen minimalen Effekt auf die gesteigerte Expression von LC3-I und LC3-
II, so dass lediglich eine Tendenz hinsichtlich der Beteiligung von Trx an der 
Regulation der Autophagie in der onkogen-vermittelten Seneszenz zu erkennen ist.  
 
Untersuchungen zur proteasomalen Aktivität in MCF-7/NeuT Zellen zeigten unmittel-
bar nach NeuT Induktion (Tag 1) signifikante Unterschiede im Vergleich zur Kontroll-
bedingung. Die gesteigerte Chymotrypsin Aktivität tritt zeitglich mit dem Beginn der 
ROS Akkumulation sowie dem Vorhandensein von mehr reduzierten Trx auf und 
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könnte einen Hinweis auf eine Redox Regulation geben. Allerdings zeigten 
Messungen der proteasomalen Aktivität in Zellen, in denen Trx mittels siRNA 
herunterreguliert wurde, keine reproduzierbaren Ergebnisse und können daher nicht 
zur Interpretation herangezogen werden. 
 
Zusammenfassend konnte keine eindeutige direkte Beteiligung von Trx an der 
Aktivierung zellulärer Degradationsprozesse gezeigt werden, obwohl diese in der 
Literatur als redox-sensitiv beschrieben werden. Dies lässt sich womöglich durch 
Kompensationsmechanismen erklären, die in der Lage sind, den Ausfall des 
Thioredoxinsystems zu kompensieren, möglicherweise durch das Einspringen 
weiterer antioxidativ wirkender Systeme, wie z.B. das Glutathionsystem. In der Litera-
tur finden sich diesbezüglich mehrere Hinweise, die diese Vermutung unterstützen. 
So konnte anhand von Untersuchungen in HeLa Zellen gezeigt werden, dass eine 
Inhibition der TrxR durch klinisch eingesetzte Inhibitoren wie Aurothioglukose (ATG) 
zur Behandlung von rheumatischer Arthritis [333] und Monomethylarsensäure 
(MMA(III)) [334] zwar zur Inhibierung der TrxR Aktivität führten, dies allerdings nicht 
zu einer Oxidation von Trx führte. Gleiches galt für Experimente, in denen TrxR 
mittels siRNA herunterreguliert wurde. Die bisherige Annahme, dass nur TrxR in der 
Lage ist Trx zu reduzieren, wurde daher grundlegend in Frage gestellt. Aus diesem 
Grund wurde kontrovers über Kompensationsmechanismen diskutiert, die in der 
Lage sind, für inaktives TrxR einzuspringen und Trx im katalytisch aktiven Zustand zu 
halten. Diese Vermutung konnte ebenfalls mit Hilfe von HeLa Zellen bestätigt 
werden. Holmgren et al. (2012) haben gezeigt, dass Mitglieder des Glutathionsys-
tems, einem weiteren antioxidativ wirkenden Schutzmechanismus, in der Lage sind,  
Trx zu reduzieren, falls TrxR inhibiert ist. Das Glutathionsystem setzt sich aus den 
Mitgliedern Glutathion (GSH), Glutathion-Reduktase (GSR), Glutaredoxin (GRX) 
sowie dem Kofaktor NADPH zusammen und ist wie das Thioredoxinsystem sowohl in 
Mitochondrien (GSH2, GSR2, GRX2) als auch im Zytosol (GSH1, GSR1, GRX1) lo-
kalisiert [328, 335]. Obwohl das Thioredoxin- und das Glutathionsystem prinzipiell auf 
unterschiedliche Weise für die Aufrechterhaltung des Redox Status in der Zelle 
zuständig sind, konnten einige Überlappungen hinsichtlich ihrer Funktion detektiert 
werden, so dass eine Störung eines der Systeme durch das andere kompensiert 
werden kann. In Glutathionreduktase defizienten Zellen konnte beispielsweise ge-
zeigt werden, dass oxidiertes Glutathion, welches als Disulfid vorliegt, durch Trx re-
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duziert werden kann und dadurch zur Regeneration von reduzierten Glutathion bei-
trägt [336]. Ein besonderes Augenmerk hinsichtlich der reduktiven Kompensation ist 
dabei auf Grx2 gerichtet. In verschiedenen Krebszelllinien konnte Grx2 nicht nur in 
Mitochondrien, sondern auch im Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert werden und 
zeigte dabei Einfluss hinsichtlich der Reduktion von Trx [337, 338]. Unter Bedin-
gungen von oxidativen Stress, welcher oftmals in Tumoren vorherrscht, zeigte sich 
Grx2 im Gegensatz zu Trx unempfindlich gegenüber Oxidation und wirkte außerdem 
als Backup für TrxR, um Trx zu reduzieren [339].  
 
Weitere Untersuchungen in Hefe untermauern die Hypothese, dass eines der beiden 
Systems für das jeweilige andere einspringen kann. Für die Zellvitalität ist allerdings 
unabdingbar, dass mindestens eines der antioxidativen Systeme funktionsfähig 
vorliegt. Untersuchungen mit Hefe-Doppelmutanten haben gezeigt, dass das gleich-
zeitige Ausschalten von sowohl Trx1/Trx2 als auch Grx1/Grx2 zum Tod der Zelle führt 
[340, 341], während das Ausschalten von einzelnen Mitgliedern von einem der 
Systeme mit dem Überleben der Zellen assoziiert war [342]. 
 
Vor diesem Hintergrund ist erklärbar, warum Krebszellen in den verschiedensten 
Tumorarten trotz Bedingungen von oxidativen Stress einen Überlebensvorteil auf-
weisen. Durch die Fähigkeit ein inaktiviertes antioxidatives System infolge von Oxi-
dation durch ein weiteres zu ersetzen, zeigen sich Krebszellen als äußerst flexibel 
und resistent trotz widriger Umgebungsbedingungen. Gleichzeitig kann in dem von 
uns verwendeten MCF-7/NeuT Zellmodell erklärt werden, warum trotz hohen ROS 
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Für die Tumorentstehung- und entwicklung spielen Kontrollmechanismen zur Regu-
lation von oxidativen Stress eine entscheidende Rolle. Transformierte Zellen generie-
ren mehr reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und tragen damit nicht nur zur geno-
mischen Instabilität bei, sondern nutzen hohe ROS Konzentrationen auch zur Steige-
rung der eigenen Proliferationsrate.  
Ziel der Arbeit sollte es sein, antioxidative Systeme in Krebszellen besser zu 
verstehen. Dazu wurde In einem ersten Schritt der Arbeit zunächst ein mittels 
Affymetrix Gene Array generierter Datensatz von Patienten mit nodal-negativem 
Mammakarzinom untersucht. Die Gesamtzahl von n=788 Patienten setzte sich aus 
den drei Kohorten Mainz, Rotterdam und Transbig zusammen. Ziel der Studie war 
es, solche Gene zu identifizieren, die in Abhängigkeit des HER2-Rezeptors, welcher 
als klinisch relevanter prognostischer Marker gilt und in 25-30% aller Brustkrebspa-
tienten überexprimiert wird, ein verändertes Expressionsmuster aufzeigen und pro-
gnostischen Einfluss im Mammakarzinom besitzen. Zusätzlich sollten solche Gene 
untersucht werden, die den Redox Status der Zelle kontrollieren. Im zweiten Schritt 
sollte die Relevanz der identifizierten Gene unter Verwendung der HER2-Rezeptor 
überexprimierenden MCF-7/NeuT Brustkrebszelllinie untersucht werden. 
 
Die Analyse des Datensatzes von Patienten mit nodal-negativem Mammakarzinom 
hat aufgezeigt, dass allein drei Mitglieder des Thioredoxinsystems, Thioredoxin Re-
duktase (TrxR), Thioredoxin (Trx) und Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP), 
Schlüsselenzyme zur Kontrolle von oxidativen Stress, ein verändertes Expressions-
muster aufweisen und zudem mit Prognose assoziiert sind. In den drei einzelnen so-
wie in der Gesamtkohorte war TrxR mit schlechter Prognose assoziiert. Im Gegen-
satz dazu war TXNIP in der Gesamtkohorte mit verbesserter Prognose assoziiert, 
ähnliche Ergebnisse zeigten auch die einzelnen Kohorten Mainz, Rotterdam und 
Transbig. HER2-Rezeptor positive Patienten zeigten sowohl in den einzelnen als 
auch in der Gesamtkohorte eine deutlich gesteigerte Genexpression von TrxR auf. 
Der HER2-Rezeptor wurde als ein Faktor identifiziert, der das Redox-Gleichgewicht 
unvorteilhaft beeinflusst. Die induzierbare Expression des HER2-Rezeptors zeigte in 
MCF-7/NeuT Zellen nicht nur eine stark gesteigerte Expression von TrxR, sondern 
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auch eine unmittelbar verminderte Expression von TXNIP. Der Eintritt der Zellen in 
die vorzeitige Seneszenz und die nachfolgende Hochregulation von TXNIP war au-
ßerdem durch eine Akkumulation von ROS begleitet. Untersuchungen des Redox 
Gleichgewichts in MCF-7/NeuT Zellen durch entsprechende Immunoblot-Verfahren 
zeigten neben hohen ROS Konzentrationen auch eine gesteigerte Aktivität von Trx 
und die Entkopplung von seinem Substrat, dem Peroxiredoxinsystem, auf, um die 
Zelle vor weiteren Schädigungen zu schützen. Dies repräsentiert ein bemerkenswer-
tes Ergebnis und stellt einen Mechanismus der Adaption hinsichtlich eines gesteiger-
ten Levels an oxidativem Stress dar. Eine gesteigerte Aktivität antioxidativ wirkender 
Mechanismen und die Akkumulation von ROS sind signifikante Charakteristika für 
Tumore und bieten einen Überlebensvorteil.  
 
Ein direkter Einfluss des HER2-Rezeptors auf die Expression des Thioredoxinsys-
tems wurde bislang nicht beschrieben. Darum wurde versucht, den zugrunde liegen-
den Mechanismus zu verstehen. Inhibition der RAS/MEK/ERK, p38/MAPK, PI3K/AKT 
und SAPK/JNK Signalwege mittels „small molecule“ Inhibitoren und Knockdown 
Versuche sollten Aufschluss über die Regulation der gesteigerten TrxR Expression 
geben. Diese Untersuchungen führten allerdings zu keinem eindeutigen Ergebnis.  
 
Die Relevanz der gesteigerten Menge an reduzierten Trx und einen möglichen Zu-
sammenhang mit Autophagie wurde durch „small molecule" Inhibitoren und Knock-
down Versuchen untersucht. Hinweise zur Regulation redox-sensitiver Proteine in der 
Autophagie durch Trx sind bereits in der Literatur beschrieben. Um Veränderungen in 
der Autophagie zu verifizieren, wurde das Markerprotein für Autophagie, LC3-II, 
mittels Immunoblot untersucht. Eine Beteiligung von Trx an die durch HER2-indu-
zierte oder basale Autophagie konnte nicht eindeutig aufgezeigt werden. Allerdings 
konnte eine Abnahme der Zellvitalität in Trx defizienten Zellen detektiert werden und 
unterstreicht die enorme Bedeutung antioxidativ wirkender Mechanismen zur Regu-
lation von oxidativen Stress in Tumorzellen.  
 
Schlussendlich zeigten die in vivo und in vitro Ergebnisse dieser Arbeit, dass dem 
Thioredoxinsystem auch im Mammakarzinom eine bedeutende Rolle zukommt und 
daher einen möglichen Angriffspunkt für neuartige Therapeutika zur Verbesserung 
der Therapiemöglichkeiten für Brustkrebspatienten liefert.  
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